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Introduction Générale

Introduction Générale

La phytochimie est la branche de la chimie qui étudie les composés chimiques présents
dans les plantes. Elle s’intéresse en particulier aux molécules bioactives, qui peuvent avoir un
effet sur la santé humaine. Elle joue un role crucial dans la recherche moderne sur les
médicaments, en particulier dans le domaine d’utilisation des plantes médicinales. Alors que
la pharmacognosie étudie les caractéristiques botaniques, pharmacologiques et thérapeutiques
des plantes médicinales.

En Algérie la riche biodiversité du pays abrite de nombreuses plantes médicinales qui ont été
utilisées depuis des siecles pour traiter différentes maladies. L utilisation traditionnelle de ces
plantes est profondément ancrée dans la culture et fait partie intégrante de la médecine
traditionnelle. Ces connaissances ancestrales sont souvent transmises de generation en
génération, temoignant de 1’efficacité pergue des plantes dans le traitement de diverses
affections. Avec I’intérét croissant pour les médecines alternatives et la recherche de
traitements naturels,l’utilisation de plantes médicinales en Algérie est percue comme une
alternative aux médicaments synthétisés. De plus I’étude approfondie de la composition
chimique des plantes par la phytochimie offre une base scientifique pour comprendre les
mécanismes d’action de ces remédes traditionnels et pour développer de nouveaux
médicaments dérives de substances naturelles.

En Algérie, les Astéracees (ou Composees) sont une famille de plantes trés répondue, qui
présente des effets bénéfiques tels que I’antioxydation , I’anti-inflammation, I’activité
antibactérienne et I’hépatoprotection [1]. Ces propriétés peuvent aider a lutter contre le stress
oxydatif.

.Le stress oxydatif est un phénomene cellulaire qui se produit lorsque les radicaux libres, des
molécules instables, endommagent les cellules et les tissus du corps. Ce processus peut
contribuer au développement de maladies chroniques telles que le cancer, le vieillissement,
les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives [2].

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la réalisation d’un projet de recherche sur les plantes
médicinales algériennes et leurs propriétés antioxydantes qui peut étre une initiative
intéressante et prometteuse. L extraction, I’isolement et la détermination structurale des
métabolites secondaires de deux plantes, la premiére appartienne a la famille des Astéracées
et la deuxiéme de la famille des Caryophyllacées ; ainsi que I’analyse par GC/MS et
I’évaluation de I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits des parties aériennes
pourraient fournir des informations précieuses pour la découverte de nouvelles molécules

thérapeutiques naturelles.



Introduction Générale

La thése est répartie en trois chapitres :

Dans le premier chapitre on développe une synthése bibliographique sur les deux familles
Astéracées et Caryophyllacées , description botanique, intérét pharmacologique ainsi que les
principaux métabolites secondaires qui caractérisent ces deux familles.

Le deuxieme est consacré aux études phytochimique et biologique des espéces étudiées. La
partie phytochimique est basée sur la macération et I’extraction des parties aériennes de
chaque plante, puis la séparation et la purification des composés purs ; ainsi que : la mesure
de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, évaluation des activité antioxydante et
antidiabétique des extraits.

Les résultats obtenus sont reportés dans le troisieme chapitre ainsi que les discussions liées a
la détermination structurale des différents métabolites secondaires isolés a partir des deux
especes. Ce chapitre renferme également la discussion relative a 1I’évaluation des activités
biologiques recherchées.

Ce manuscrit est en fin cléturé par une conclusion qui résume les étapes de travail et les

résultats obtenus.

Références

[1] Achika, J.; Arthur, D.; Gerald, I.; Adedayo, A. A Review on the Phytoconstituents and
Related Medicinal Properties of Plants in the Asteraceae Family. IOSR J. Appl. Chem. 2014,
7,1-8

[2] Pham-Huy, L.A.; He, H.; Pham-Huy, C. Free radicals, antioxidants in disease and

health. Int. J. Biomed. Sci. IJBS 2008, 4, 89
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CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Géneéralité sur les plantes etudiées

1. La famille des Astéracées
La famille des Astéracées est considérée comme I'une des plantes médicinales les plus

importantes et les plus diversifiées [1]. Elle constitue la plus grande famille végétale
comprenant 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes. Cette immensité systématique au sein
des Astéracées grace a leur distribution continentale ce qui signifie qu’elles sont présentes

dans de nombreux environnements climatiques et pédologiques diversifies [1].

2. Le genre Centaurea

Les Centaurées sont des plantes herbacées vivaces, annuelles ou bisannuelles, a feuilles
alternées. Les fleurs sont toutes tubulées, multiflores homomorphes ou dimorphes, celles de la
périphérie (souvent stériles) s’ouvrant largement en 5 lobes. Leur couleur varie le plus souvent
entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques espéces a fleurs jaunes [2].
Ce genre comprend plus de 500 espéces dans le monde et qui se répartissent autour du bassin
méditerrané [3]. Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien qu'en Europe, en Asie
occidentale et en Amériques. Ce genre est présent principalement dans l'est et le sud-est de
I'Algeérie [4].

Le genre Centaurea a traditionnellement été considéré le plus problématique et le plus
complexe de la famille des Astéracees, avec une grande diversité morphologique et une capacité
d’hybridation [5].

- Le genre Centaurea est ainsi réduit a seulement trois sous-genres :

- Le sous-genre Centaurea (anciennement appelé groupe Jacea sensu stricto par Garcia-
Jacas et al.2006) comprend prés de 120 espéces. .

- Le sous-genre Lopholoma (Cas.) Dobrocz (également appelé Acrocentron) compte 100
especes.

- Le sous-genre Cyanus (Mill.) Hayek, contient 30 espéces.

2.1 Utilisation en médecine traditionnelle
Les espéces du genre Centaurea ont été utilisées en médecine traditionnelle comme

diurétique pour traiter la fievre et le diabéte [6].

Les espéces de Centaurea sont trés employées en médecine traditionnelle pour ces propriétés
propriétés antidiarrhéiques, antipelliculaires, antirhumatismaux, anti-inflammatoires,
cholérétiques ,digestifs, gastriques, menstruels, astringents, antinypertenseurs, antipyrétiques,

cytotoxiques et antibactériennes [7-11] .
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Certaines especes sont utilisées pour préparer des boissons populaires en Asie de I'Est, en
Europe (Turquie etEspagne) et en Afrique de I'Ouest (Niger) [12]. En Inde, les fleurs de
C.cyanus sont employées comme toniques, emmeénagogues et stimulantes. En France , une
préparation a base de ces fleurs connue sous le nom d'« eau de cassel lunette» avait un effet
calmant sur la conjonctivite. Les racines de C.behen, une espéce persane sont réputées de
propriétés de fertilité et aphrodisiaques et sont également utilisées pour traiter la maladie de la
craie. Quant a C. picris il s’agit d’une plante qui est écrasée dans l'eau est utilisée pour guérir
les vers et comme reméde pour les blessures chez les moutons [13].

Les médecins traditionnels chinois ont utilisé C. uniflora pour traiter la fiévre et I'intoxication.
De plus l'extrait acétate d'éthyle de C. uniflora a démontré des propriétés inhibitrices de la
peroxydation des lipides membranaires et un effet anti-athéroscléreux [14].

Dans la médecine traditionnelle turque, plusieurs especes de Centaurea sont recomondées pour
traiter diverses affections par exemple C.iberica est utilisee pour traiter les abcés et I'asthme
tandis que C.calcitrapa et C.jacea sont utilisées pour pour réduire les fiévres [15-16]. D’autres
especes telles que C. pulchella ,C. drabifolia ,C. ssp. Solstitiel, C. Iberica et C. virgata sont
utilisés pour traiter les ulcéres d'estomac, le paludisme, les rhumes, les maux d'estomac, les
douleurs abdominales et les infections herpétiques labiales [17-20] .

Dans la région de Jakabszallas (Hongrie), une décoction des parties aériennes de C. sadleriana
était utilisée par voie topique pour traiter les blessures chez les bovins (en particulier les ovins)
[21] . Les espéces C. triumfettii et C. urvillei ssp. Steposa ont des feuilles racinaires comestibles
qui se consomment a 1’état frais [22]. En Espagne, des infusions de C. aspera, C. seridis var.
maritima et C. melitensis sont utiliséespour traiter I'nypoglycémie [23].

A Badajoz (Estrémadure en Espagne) C. ornata est tres utilisée pour soigner les ulceres, les
plaies de l'estomac. elle est également appliquée dans les bains, comme cataplasme a base de

racines fraiches, séchées ou roties et aussi en ajoutant de I'huile d'olive aux morceaux de

racines qui ont été préalablement frits [24] . L’administration de 250mL de décoction par voie
orale toutes les 8 heures est utlisée pour réduire les maux d'estomac et les problemes
circulatoires. Cette méthode est largement employée en médecine traditionnelle pour traiter
diverses affections telles que les douleurs des jambes, les inflammations, les hémorroides, les
piqires d'insectes, les rhumatismes, Darthrite, les circulations sanguines, les douleurs
d'estomac, le cancer de la peau et la gangréne [25-26] .

Cette espéce est également utilisé dans d'autres régions d'Espagne et du Portugal pour traiter les

ecchymoses, les entorses, et pour purifier le sang [27-29] .
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Les vétérinaires 1'utilisent pour traiter la calvitie, les cicatrices, les hématomes, les plaies, les
inflammations et les douleurs abdominalchez les animaux [30].
Centaurea acaulis, une espéce endémique de I'Algérie et de la Tunisie, est largement utilisé
par la population algérienne dans le traitement des rhumes, les vertiges et les maux de
téte[31]..Aussi les racines de Centaurea incana sont utilisées dans la région des Aurés pour le
traitement des maladies du foie [32] et Centaurea pullata est utilisée dans la dans la
préparation d'un plat traditionnel local appelé "EI Hammama"[33].

2.2 Propriétés biologiques

Le genre Centaurea est trés intéressant sur le plan thérapeutique en raison de sa richesse en
sesquiterpénes lactones et en flavonoides qui sont les principaux composés présents dans ce
genre. Des études biologiques menées au cours des derniéres décennies sur les extraits et les
composes chimiques des espéces de Centaurea ont démontre qu'ils possedent diverses activités
biologiques, notamment des effets antioxydants, antibactériens, cytotoxiques et inhibiteurs
d'enzymes [34-37].

Des investigations biologiques menées sur les extraits de C. hypoleuca ont révélé des effets
antimicrobiens, antioxydants et antienzymatiques significatifs [38].

Des investigations biologiques menées sur les extraits de C. hypoleuca ont révelé des effets
antimicrobiens, antioxydants et antienzymatiques significatifs [39].

Par ailleurs, une autre étude a mis en évidence le potentiel des extraits de C. scoparea en tant

qu’agent cytotoxique végétal puissant [40].

2.3 Principaux métabolites secondaires

Les différentes études phytochimiques réalisée sur les espéces du genre Centaurea ont permis
d’identifier une diversité structurales en métabolites secondaires tels que les stéroides (stérols)
[41-43], les composés phénoliques et les alcaloides [44-46] .
les lactones sesquiterpéniques et les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires

isolés des especes de ce genre [47].

2.3.1 Les lactones sesquiterpeniques du genre Centaurea

Le genre Centaurea est caractérisé par la présence des lactones sesquiterpéniques
principalement de type guaiane . Les quelques structures des guaianolides qui ont été isolés

du genre Centaurea sont représentées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1 : Quelques guaianolides isolés des espéces du genre Centaurea.

Nom de composé Structures Espéce Référence

Centaurolide-A C.omphalotricha | [48]
(1)

Centaurolide-B
2

Inuviscolide

©))

Deacylcynaropicrine C.ragusina L

“)

Ragusinine

©))
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Hemistepsine A
(6)

C. rhizantha C.A.
Meyer

Rhizantholide A
@) .
aullllOH

Rhizantholide B
®

0“““1:

cnllloOH

Kandavanolide
)]

Salograviolide A
(10)
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Deacylcynaropicrin 8-O-
[3’-hydroxy-2'-

methylpropionate] d
(1) RIIIILe)

Cynarinine A
12)

annlllOH

4,15-dehydro-3- C. behen L.
dehydrosolstitialine A
13)

Janerine
(14)

Cebelline E
s)
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Aguerine B (16) : C. drabifolia [5]

R= subsp detonsa

Cynaropicrine (17) : R=

OH

8a-
isovaleryloxyzaluzan-ine
C18):R=

8a-acetoxyzaluzanine
C@19) R=

4p,15-dihydro-3-
dehydrosolstitialine A
(20)
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4p,15-dihydro-3-
dehydrosolstitialine A
monoacetate(21)

Cenegyptine A22) : Ri- C. aegyptiaca
OCHj3,R,=Cl

Chlorohyssopifoline
E (23) : R1=CI,R.-OH

Cebelline J (24): R1-OH
RZ:C'

Cenegyptine B (25)

linichlorine A (26)

Sinaicine (27)

Sl OH
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Chlorohyssopifoline A C. aegyptiaca [54]
(centaurepensine)
(28)

Rediolpidetriole
29

8- C.virgata Lam.
hydroxysonchucarpo-
lide,
(30)

8-(3,4-dihydroxy-2-
methylene-
butanoyloxy)-
dehydromelitensine
(31

]

Les flavonoides du genre Centaurea
Les études phytochimiques réalisées sur le genre Centaurea montrent sa richesse en

flavonoides [56-61], principalement de type flavones et flavonols. .

D’aprés la littérature 1'apigénine et I'hispiduline sont les flavones les plus rencontrées dans
ce genre [62-64] .

Alors que les aglycones de type flavonols sont les plus fréquemment isolés de ce genre et
qui sont représentés particulierement par la quercétine et le kaempférol [59]. Les structures
chimiques des aglycones majoritairement isolées du genre Centaurea sont présentés dans le
Tableua 2.
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Tableau 2: Les structures chimiques des aglycones majoritairement isolés du genre Centaurea.

N Nom de composé R1 R2 R3 R4

32 Apigénine H H H OH

33 Hispiduline H H OH

34 Quercétine OH OH

35 Kaempférol OH OH

D’apres la littérature les flavonoides O-glycosylés sont les plus abondants par rapport au
C-glycosylés,qui sont rares chez les especes Centaurea.

2.3.3 Les huiles essentielles de genre centaurea
Les investigations phytochimiques entreprises sur les huiles essentielles des espéces du

genre Centaurea ont revele la présence de : caryophyllene , eudesmol ,germacrene,
I'nydrocarbure heptacosane et l'acide gras hexadécanoique comme étant les principaux
constituants identifiés [65-69].

Tableau 3: Principaux constituants détectés dans les huiles essentielles du genre Centaurea
avec leurs rendements
Espéce Composants

C. immanuelis-loewii B-Caryophylléne (23.2%)
Germacrene D (13,7%)
Heptacosane (10,8%)

C. melanocephala B-Caryophyllene (9.04%)
Germacrene D (3,60%)
B-eudesmol (1.71%)

C. cheirolopha B-Caryophyllene(1.2%)
Heptacosane (10,8%)

Acide hexadécanoique
(25.8%)
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3. Description botaniquede I’espéce Centaurea papposa (Coss.)Greuter
C. papposa est une plante vivace a souche ligneuse tres rare et endémique. Son aire de

répartition s'étend de la Wilaya de Skikda jusqu'a la frontiere tunisienne, mais se situe sur le
cap Annaba . Les tiges et les feuilles sont tomenteuses blanchatres. Les feuilles tres découpées,
les inférieurs bipinnatipartites avec lobes oblongs. Les bractées moyennes de I’involucre
lancéolée-aigués, a appendice comportant des denticulations réguliéres, sans épines et peu
nombreuses. L’inflorescence est un capitule petit de diamétre 1 a 1.5 cm , disposés en corymbe
composé. Les corolles roses. Le fruit est un petit akeéne, avec des stries blanchéatres bien visibles.
L’aigrette présente et courte (1/3 environ de I’akéne)[70].

Figurel : Centaurea papposa (Coss.) Greuter(2017)

Place dans la systématique :

Regne : Plante
Embranchement : Embryophytes

Sous Embranchement : Trachéophytes

Super Classe : Spermatophytes

Classe : Angiospermes

Grade : Triporées eévoluees

Ordre : Astérales

Famille : Astéracees

Sous —famille : Carduoidées

Tribu : Carduées

Sous —tribu : Cardopatinées

Genre : Centaurea

Espeéce : Centaurea papposa (Coss.) Greuter
Synonyme de P’espéce :Centaurea cineraria var. gymnocarpa (Moris) Fiori subvar.
Papposa (Coss.) Q et S.
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3.1 Travaux antérieurs de Centaurea papposa :

Une étude phytochimique a été réalisée sur I'extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de
I’espéce Centaurea papposa, a permis d’isoler cinque composés de type sesquiterpeénes
lactones et un

flavonoide. 11 s’agit d’un composé majoritaire de type germacranolide : la cnicine (41),

un eudesmanolide, deux élémanolides, un dérivé d’élémane, et une flavone : ’eupatorine [71]

Tableau 4: Les composés isolés de ’espéce Centaurea papposa.

Nom de composé Structures
Cnicin (36):
R=A

Malacitanolide (37)

Ol

Elémanolides, 8a-0-(3, 4-
dihydroxy-
méthylenebutanoyloxy)-
déshydromélitensine (38): R= A,
R’= CH20H

Ol
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8a-0-(3,4-dihydroxy-2-
méthylénebutanoyloxy)-15-o0xo-
5,7RH, 6aH-eleman-1,3,11(13)-
triene-6,12-olide (39) :R= A, R’=
CHO

Elemane 8 o -O-(3’,4’- dihydroxy
methylenebutanoyloxy)-
dehydromelitensine
methylester(40) :R=A

Eupatorine(41)

4. Genéralite sur la famille des Caryophyllacées
Les Caryophyllacées sont une grande famille de plantes herbacées, présente dans les régions

tempérées de I'hémisphere nord. Elles sont particulierement abondantes autour de la mer
Méditerranée et en Asie. Cependant il convient de noter que leur présence est limitée aux zones
montagneuses sous les tropiques [72], [73]. Cette famille se compose de 1800 especes réparties
en 80 genres . [73].

5. Le genre silene

Le genre Silene contenant environ 700 espéces [74] appartient donc a la famille
Caryophyllaceae, sous famille Silenoideae. Il est considéré comme étant le plus représentatif
de la famille et le plus abondant de toutes les plantes d'Afrique du Nord .

En Algérie, Il existe 22 espéces du genre Siléne : S. tridentata Desf., S. setacea Viv., S. getula
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Pomel., S. arenarioidesDesf., S. villosa Forsk., S. kilianii Maire, S. nocturna L., S. rubella
L.,S.gallica .,S. apetala Willd. et S.succulenta Forsk[75].

5.1 Présentation botanique du genre Silene

Ces plantes sont des plantes herbacées ou de petits arbustes, généralement avec des tiges
gonflées et nouées, Feuilles opposées, simples, entieres, avec ou sans stipules. Les fleurs sont
actinomorphes,, Habituellement hermaphrodite ou unisexuée. Les inflorescences sont variées :
cymes unipares , bipares ou grappes de cymes. Calice a 5 sépales libres ou fusionnés recouverts
d'un revétement tubulaire Passez par 10, 20, 30 nervures ou plus. 5 pétales ont une lame évasée
et un onglet rétréci, a la base du limbe se situent genéralement 1 & 2 appendices ligulaires
(également appelés squames ou squames) sont plus ou moins visibles et parfois absents. les
étamines sont au nombre de dix. Les ovaires sont généralement plus gros que 3, 4 ou 5 styles.
Le fruit est une capsule, un polysperme (parfois akenes ou baies). Le gynophore peut étre
présent, parfois réduit voire absent. De nombreuses graines ont deux faces et un dos a la
frontiére du visage et du dos situent les marges, ceux-ci peuvent étre droits, sinueuses ou
absentes, leur aspect est parfois aliforme et, dans les cas de développement extréme, les graines
sont dites ailées [75-78].

5.2 Utilisation en médecine traditionnelle

Plusieurs espéces du genre Silene sont utilisees en médecine traditionnelle pour traiter les
inflammations, les bronchites, les rhumes, et les infections ou comme diurétique, antipyrétigque,
analgésique et émétique[79].

Dans la région de Tadla et de Marrakech au Maroc par exemple une décoction de racine de
Siléne inflata dans du lait ou de I'eau est utilisée a faibles doses comme antidote général contre
les vomissements et les empoisonnements [80], Une autre espece Siléne cucubalus originaire
de la région de I'Ourika prés de Marrakech est utilisée pour le soin des cheveux a partir de ses
racines, localement appelées «Tighicht» [81]. En médecine traditionnelle chinoise les racines
de Siléne viscidula sont utilisées pour traiter les rhumatismes, les douleurs du tronc et des 0s
[82].

5.3 Propriétés biologiques
Des études ont été réalisées sur les extraits des especes du genre Siléne ont montré qu’ils
possédent une activité antibactérienne, antioxydante et cytotoxique. [83] . Par exemple , les
extraits méthanoliques de S. gynodioca ,S.spergulifolia et S. swertiifolia présentent une bonne
activité antioxydante [84].

Une recherche récente réalisée sur la fraction n-hexane des succulentes de S. Forssk a
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montré un puissant effet cytotoxique contre les lignées cellulaires du cancer du sein
(MCF7) et du cancer du poumon (A549) [85].

De plus, I'extrait méthanolique de S. wallichiana Klotsch a présenté une inhibions de la
croissance de diverses bactéries telles que Acinetobacter spp., Enterococcus faecalis, Klebsiella
oxytoca, Pantoea agglomerans, Proteus retii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ainsi que Klebsiella pneumoniae [86] .

5.4 Principaux métabolites secondaires
D’aprés la littérature, le genre Silene présente une diversité structurale en termes de
métabolites secondaires. De nombreuses études ont permis d’identifier un large éventail de
composés chimiques, parmi lesquels les principaux constituants isolés sont les ecdystéroides
[87-91]et les saponines triterpénoides . Ces métabolites sont connus pour leurs propriétés
biologiques et pharmacologiques diverses. Les structures chimiques des ecdystéroides et des
saponines triterpénoides les plus isolés du genre Silene sont présentés dans les tableaux 5 et
6.

Tableau 5: Les structures des phytoecdystéroides les plus prédominantes dans le genre
Siléne.

Nom de composé R2 Rs R4 Rs Re
2-Deoxy-20-hydroxyecdysone H OH OH OH
20-Hydroxyecdysone OH OH OH OH
Ecdysone OH OH H OH
2-Deoxyecdysone H OH H OH
Polipdine B OH OH OH OH OH
Intégristérone A OH OH H OH OH

Tableau 6 : Les structures des nouveaux triterpénoides isolés de genre siléne.

Nom de composé Structures Espéce Références

3B,22a-dihydroxyolean-12-ene- [92]
23-al-28-oic acid 3-O-a-L-
arabinopyranosyl-(1 — 3)-p-D
glucuronopyranoside(48) :
R1=CHO R»-

OH

S.odontopetala
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3p,22a-dihydroxyolean-12-en-23-
al-28-oic acid 3-O-p-D
glucuronopyranoside(49) :
R:=CHO ,R,=H

3p,22a-dihydroxyolean-12-en-28-
oic acid 3-O-a-L-
arabinopyranosyl-
(1 — 3)-B-D-
glucuronopyranoside(50) :
R1=CHjs, R>=

OH

21-O-p-D-quinovopyranosyl-
(1—3)-p-D-xylopyranosyl-
3B,21p-
dihydroxyolean-12-en-23-al-28-
oic acid 3-O-a-L-
arabinopyranosyl-(1 —
3)-[B-D-galactopyranosyl-(1 —

2)]--D-
glucuronopyranoside (51):
R1-CHO

21-O-p-D-quinovopyranosyl-
(1—3)-B-D-xylopyranosyl-
3B,21B-
dihydroxyolean-12-en-28-oic acid
3-O-a-L-arabinopyranosyl-(1 —
3)-[B-

D-galactopyranosyl-(1 — 2)]-B-
D-glucuronopyranoside (52):
Rl:CH3
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21-O-B-D-quinovopyranosyl-
(1 — 3)-B-D-xylopyranosyl-
3B,21p-
dihydroxyolean-12-en-23-al-28-

oic acid(53) .

Armeroside A(54) :Ri= S.armeria

HOOC,
O

Armeroside B (55) :Ri-H ,R2-
COOH,, R3=

Armeroside C (56) :Ri-H ,R;
=COOH , R3=
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Armeroside D (57): Ri=H, R,
=COO0GiIc, Rs=

OH
0
o
o
OH 8
HO
OH o OH

0,

OH

Armeroside E (58) : Ri=H ,R,
=COOH,
R3=

. Armeroside F(59) : R=

Armeroside G (60) :R=

OH
o)
o
[o]
OH o
HO
H

o o)
o)
HyCO0C
OH

HO{o
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S.rubicunda [94]
silenorubicoside E (61) : R=H

silenorubicoside F(62) : R=Ac

silenorubicoside G(63) ,
M3=

silenorubicoside F(64).

silenorubicoside 1(65).
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6. Description botanique de I’espéce Silene gallica :
C'est une plante annuelle élancée et érigée qui dépasse rarement 30 cm de hauteur. Les tiges

sont parfois ramifiées et la plante entiére est velue. Les feuilles inférieures sont étroitement
ovales, plus larges a I'extrémité qu'a la base, et les feuilles supérieures sont plus étroites. Les
feuilles sont non divisées et mesurent environ 5 cm de long. Les fleurs naissent seules avec des
bractées basales et sont entourées d'un calice collant et poilu au sommet de chaque branche de
la tige. Les fleurs mesurent jusqu'a 15 mm de diametre et ont cing pétales blancsou roses
égaux. Une variété (var.quinquevulneraria) a été cultivee comme plante ornementale aux
pétales tachetés de rouge[95] .La capsule mesure environ 10 mm de long, est ovale et divisée
en 6 dents au sommet. Chaque capsule contient en moyenne 48 graines, pesant environ 0,4 mg

chacune. Ils sont brun foncé, en forme de rein et mesurent environ 8 mm de diametre[96]

Figure 2 : Silene gallica [97].
Place dans la systématique :

Royaume : Plantes
Sous royaume : TracheobiontesDivision Magnoliophytes
Classe : Magnoliopsides

Sous classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Caryophyllaceae

Genre : Silene

Espéce : Silene gallica L.
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6.1 Etudes phytochimique antérieurs de Silene gallica :
Onze nouvelles structures des saponines triterpéniques, appelées silénégallisaponine A-K

(66-76), ont eté isolées des parties aériennes de Silene gallica[98].

OH
qui :Fucosyl gal :glycosyl
Figure 3: structures chimiques des composés isolés de Silene gallica.
I1. Activités biologiques
1.Activite antioxydante

L'oxydation est le transfert d'électrons d'un atome a un autre et représente une partie
essentielle de la vie aérobie et de notre métabolisme., puisque I'oxygeéne est I'accepteur ultime
d'électrons dans le systeme de flux d'électrons qui produit de I'énergie sous forme d'ATP [99].
Cependant, des problémes peuvent survenir lorsque le flux d'électrons est découplé (transfert

d'électrons simples non appariés), ce qui génére des radicaux libres.

Des exemples de radicaux libres centrés sur I'oxygene, connus sous le nom d'espéces
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réactives de I'oxygéne (ROS), comprennent le superoxyde (O 27),I'hydroxyle (HO'), le
peroxyle (ROO), alcoxyle (RO') et I'oxyde nitriqueoxyde nitrique (NO'). Les radicaux libres
hydroxyle et alcoxyle sont tres réactifs et attaquent rapidement les molécules des cellules
avoisinantes. Les dommages qu'ils causent sont probablement inévitables et sont traités par
des processus de réparation. D'autre part, I'anion superoxyde, les hydroperoxydes lipidiques et

I'oxyde nitrique sont moins réactifs [100].

Les ROS sont continuellement produits par I'utilisation normale de I'oxygene par lI'organisme,
comme la respiration et certaines fonctions immunitaires & médiation cellulaire [101]. Un
radical libre est défini comme une espece chimique capable d'exister indépendante, possédant
un ou plusieurs électrons non appariés. Les radicaux libres sont des molécules trés instables.
Les ROS sont soit des radicaux contenant au moins un électron non apparié ou des composés
réactifs non radicaux, capables d'oxyder les biomolécules. Par conséquent, ces intermediaires
sont également appelés oxydants ou pro-oxydants.

Les ROS sont produits en permanence au cours d'événements physiologiques normaux et
peuvent facilement initier la peroxydation des lipides membranaires, conduisant a
I'accumulation de peroxydes lipidiques[102-103]. Les ROS sont également capables
d'endommager des biomolécules cruciales telles que les acides nucléiques, les lipides, les
proteines, les acides gras polyinsaturés et les hydrates de carbone. Ils peuvent également
endommager I'ADN, ce qui peut entrainer des mutations. Ces dommages sont a l'origine du
vieillissement, du cancer et de nombreuses autres maladies[104] . Par conséquent, les ROS
ont été impliqués dans plus de 100 maladies, dont le paludisme, le syndrome
d'immunodéficience acquise, les maladies cardiaques, les accidents vasculaires cérébraux,
l'artériosclérose, le diabete et le cancer [105-108].

Les voies biologiques de formation endogéne des ROS sont des exemples de toute une classe
d'intermédiaires réactifs et de leurs modes de génération. Il convient en outre de noter que
I'organisme est également exposé a des ROS provenant de sources externes. Dans les
organismes vivants, divers ROS peuvent se former de différentes manieres. Les sources
exogenes de ROS comprennent le tabac fumée, certains polluants, solvants organiques et
pesticides [109].

Dans une cellule normale, il existe un équilibre pro-oxydant-antioxydant approprié.
Toutefois, cet équilibre peut étre deplacé vers les pro-oxydants lorsque la production
d'especes d'oxygene est fortement augmentée ou lorsque les niveaux d'antioxydants sont

réduits.
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Cet état est appelé stress oxydatif. Sies a introduit le concept de stress oxydatif, c'est-a-dire
la dissolution de I'équilibre pro-oxydant-antioxydant[110]. Selon une autre définition, le stress
oxydant représente un deséquilibre entre la production et la manifestation d'especes réactives
de l'oxygéne et la capacité d'un systeme biologique a les gérer.des espéces réactives de
l'oxygéne et la capacité d'un systeme biologique a détoxifier les intermédiaires réactifs ou de
réparer les dommages qui en resultent. Le stress oxydatif est essentiellement causé par deux
meécanismes principaux. La concentration d'antioxydants est réduite en raison de la mutation
d'enzymes antioxydantes, de toxines ou l'apport réduit en antioxydants naturels .

Tous les organismes aérobies ont des défenses antioxydantes,y compris des enzymes
antioxydantes et des constituants antioxydants pour éliminer ou réparer les molécules
endommagées. Comme avec les antioxydants chimiques, les cellules sont protégées contre le
stress oxydatif par un réseau interactif d'enzymes antioxydantes [99]. Les enzymes ont
également été évaluées en tant que nouveaux types d'antioxydants naturels dans certaines
applications alimentaires.Elles peuvent étre utilisées de maniére bénéfique pour éliminer
l'oxygeéne et les especes réactives de lI'oxygene et pour réduire la teneur en lipides[111].

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber I'oxydation d'autres molécules.En termes
d'alimentation, un antioxydant a été defini comme toute substance qui, lorsqu'elle est présente
en faible concentration par rapport a celle d'un substrat oxydable, retarde ou inhibe de maniére
significative I'oxydation de ce substrat [112-114]. Les composes antioxydants peuvent piéger
radicaux libres et augmenter la durée de conservation en retardant le processus de
peroxydation des lipides, qui est I'une des principales causes de de la detérioration des
produits alimentaires et pharmaceutiques au cours traitement et du stockage [115] .

Les antioxydants peuvent protéger le corps humain des radicaux libres et des effets des ROS
Ils retardent la progression de nombreuses maladies chroniques ainsi que la peroxydation des
lipides. Ces dernieres années, I'intérét pour l'identification de sources alternatives naturelles et
sres est grand.d'identifier d'autres sources naturelles et slres d'antioxydants alimentaires et
la recherche d'antioxydants naturels, en particulier d'origine végétale. Les antioxydants sont
souvent ajoutés aux aliments pour empécher les réactions radicales en chaine d'oxydation, et
ils agissent en inhibant I'étape d'initiation et de propagation menant a la fin de la réaction et
retardent le processus d'oxydation [101], [116] . Pour déterminer la capacité antioxydante des
composants alimentaires, les termes d'activité antioxydante et de capacité antioxydante sont
souvent utilisés de maniére interchangeable, mais il faut savoir qu'ils ont des significations

différentes.
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L'activité fait référence a la constante de vitesse d'une réaction entre un entre un antioxydant
specifique et un oxydant spécifique. La capacité est une mesure de la quantité (en tant que
mole) d'un radical libre donné par un échantillon [117]

La consommation de fruits et [égumes a été associée de certaines maladies chroniques, dont
la plus dangereuse, l'athérosclérose coronarienne [118, 119].Des études épidémiologiques ont
démontré une association inverse entre la consommation de fruits et légumes et la
mortalité due a des maladies liées a I'age, telles que les maladies coronariennes et le cancer,
ce qui peut étre attribué a leuractivité antioxydante [120, 121]. Les principaux composés
bioactifs de ces sources naturels sont en particulier les phénols et les flavonoides, qui sont
responsables de leurs effets bénéfiques sur la santé [122]. Les propriétés antioxydantes des
phénoliques sont responsables de I'inhibition de I'oxydation du cholestérol des lipoprotéines
de basse densité[121], [123]. Par consequent, la consommation de fruits et légumes est
inversement liée a l'athérosclérose coronarienne [119].

Une grande variété de composés phénoliques biologiquement actifs contenant un ou plusieurs
anneaux aromatiques se trouve naturellement dans les aliments d'origine végetale, ou ils
apportent une grande partie de la saveur, de la couleur et de la texture.

Les substances phénoliques les plus simples comprennent les monophénols avec un seul
anneau de benzene, tels que le le 3-éthylphénol et le 3,4-diméthylphénol que l'on trouve dans
les fruits et les graines. le groupe de l'acide hydroxycinnamique qui contient les acides
caféique et ferulique, et les flavonoides et leurs glycosides, qui comprennent les catéchines,
les proanthocyanidines, les anthocyanines et les flavonols,.

Les tanins sont un groupe complexe et mal défini de substances phénoliques hydrosolubles a
poids moléculaire élevé. L'apport quotidien en substances phénoliques peut atteindre 1 g par
jour, mais la quantité de flavonoides définis dans I'alimentation ne représente probablement
pas plus de 1 g par jour.flavonoides définis dans I'alimentation ne dépasse probablement pas
quelques dizaines de milligrammes par jour[124].

Les composés phénoliques ne sont pas des antioxydants actifs a moins qu'une substitution en
position ortho ou para a augmenté la densité d'électrons au niveau du groupe hydroxyle et réduit
I'énergie de la liaison oxygéne-hydrogeéne. , ce qui a pour effet d'augmenter la réactivité vis-a-
vis des radicaux libres lipidiques.La substitution dans les composés phénoliques en position
méta a un effet plutdt limité.Les effets stériques et électroniques sont responsables des activités
antioxydantes et des facteurs steechiométriques des antioxydants phénoliques a rupture de
chaine [125].
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Pour élucider le mécanisme d'abstraction d'hydrogene des antioxydants phénoliques dans le
processus en chaine de l'autoxydation, la théorie des orbitales moléculaires a éte utilisée [126].
1.1Les Composés antioxydants de centaurées

Le 6-méthoxykaempférol (77) et le 5,7,4"-trihydroxy-3,6-diméthoxyflavone 7-Op-glucoside
(78)ont éte isolés des parties aériennes de C. microcarpa. Des tests de piégeur utilisant la
méthode DPPH ont montré qu'elle présentait une forte capacité de piégeur de DPPH (76 %)
supérieure a la vitamine C standard (64 %). Il a été rapporté que le 5,7,4'-trihydroxy-3,6-
diméthoxyflavone 7-Op-glucoside présentait une inhibition de 21 % a 10 -1 M [127].

Le patulétin 7-O-B glucopyranoside (79) a été isolée a partir d'un extrait n-butanol de C.

acaulis. La capacité antioxydante de ce glycoside a été réalisée en utilisant la méthode
de piegeage des radicaux DPPH, la peroxydation lipidique avec du vitellose et la
méthode de piégeage des radicaux hydroxyles. L'effet de piégeage de le
patulétin-7-OpB-glucopyranoside (97,92 %) était supérieur a la vitamine C standard (95,00 %)
sur la DPPH a 15 ug/mL. En termes d'ICso, la valeur 1Cso du 7-O-B-glucopyranoside de
patulétin est de 4,83 pug/mL par rapport a I'acide ascorbique I1Cso = 5 ug/mL.De plus, le
taux d'inhibition de la peroxydation lipidique a 100 pg/ml pour ce derniér est de

1,5 pg/ml (86,95%) pour la vitamine C. D'autre part, les ICso pour ce composé et I'acide
ascorbique étaient de 25,16 et 10,53 pg/mL, respectivement, en utilisant la méthode de
piégeage des radicaux hydroxyle [128].

L'extrait méthanolique de C. melitensis a montré une forte capacité de piégeage le radical

libre DPPH, avec une concentration de 0,70mg/L qui représente un taux d'inhibition maximal

de 89,02% [129].
Récemment, des extraits de feuilles et de fleurs de C. choulettiana ont été testés pour leurs

effets antioxydants en utilisant les contenus phénoliques et flavonoides totaux, des essais de
piégeage des radicaux DPPH et d'inhibition de la peroxydation lipidique. Les résultats ont
révélé un niveau plus élevé de contenu phénolique et flavonoide dans I'extrait d'acétated'éthyle
des feuilles (325.81+0.038 mgGAE and 263.73+£0.004 mgQE/g d'extrait),

respectivement. En outre, cet extrait a montré des effets antioxydants élevés pour le piégeage

du radical DPPH (96,54 %) et pour Il'inhibition de la peroxydation des lipides (64,5 %)[130].
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R=Glycosyl

Figure 4: structures chimiques des composeés antioxydants isolés des Centaurées

2.Activité inhibitrice de I'alpha-glucosidase

Des milliers d'études scientifiques ont montré que les métabolites secondaires des plantes ont
des propriétés thérapeutiques importantes dans la prévention de nombreuses maladies
chroniques, telles que les maladies neurodégéneératives et le diabéte. Ces maladies touchent
les gens a un rythme croissant [131, 132].

Le diabéte est un trouble métabolique causé par une utilisation insuffisante ou inappropriée
d'insuline caractérisés par une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L Vérifiée a deux reprises
[133]. La prévalence du diabéte a considérablement augmenté au cours des derniéres décennies
[134]. En fait, I'Organisation mondiale de la santé souligne l'incidence mondiale évolution du
diabete. Le nombre de personnes atteintes de diabete est passé de 30 millions en 1985 a 135
millions en 1995, 177 millions en 2000 et 347 millions en 2011.438 millions de personnes
devraient étre touchées d'ici 2030 [133].

>[= <
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A moins d'étre traité Bient6t, cela peut entrainer de graves complications, notamment une

glycémie élevée,acidocétose diabétique, maladies cardiovasculaires et insuffisance rénale
chronique [135]. La reégulation de la glycémie est un moyen trés important et efficace de
contrbler le diabéte. L'un des moyens de lutter contre ces maladies est d'inhiber I'enzyme
glucosidase, qui joue un réle clé dans son évolution, généralement située a la surface de la
bordure en brosse des entérocytes, et est essentielle a la digestion des oligosaccharides en
monosaccharides facilement absorbables. par I'intestin [136]

Classification du diabéte sucré

Depuis 1997, une nouvelle classification du diabéte sucré a été proposé par un groupe d’experts
sous la responsabilité de 1’ Association Américaine du Diabéte (ADA) remplace celle élaborée
en 1979 par le "National Diabétes Data group" et entérinée en 1980 par ’'OMS [137].

le diabete de type 1

L’hyperglycémie est due a une carence absolue en insuline. Cette forme de diabéte comprend
les cas attribuables a un processus auto-immun conduisant a la destruction autoimmune des
cellules B des Tlots de Langerhans[138].
le diabete de type 2

La carence en insuline est relative et 1’hyperglycémie est liée a 1’association, a des degrés
divers, d’une insulinorésistance hépatique et périphérique et d’une insulinopénie. Le diabete
de type 2 concerne 85 a 95% des patients diabétiques [138].

Le diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel, aussi appelé le diabéte de grossesse, se déflnit par une intolérance au
glucose qui se développe ou qui est dépistée au cours de la grossesse [139].

Les inhibiteurs de I" a-glucosidase
Les inhibiteurs de l'alpha-glucosidase sont des antidiabétiques oraux pour le diabéte de type 2

qui agissent en empéchant la digestion des glucides ingérés, entrainant une suppression
postprandiale de la glycémie [140]. Ce sont des inhibiteurs compétitifs et réversibles des alpha-
glucosidases intestinales, enzymes de la bordure en brosse, qui hydrolysent les polysaccharides,
les oligosaccharides et les disaccharides en monosaccharides absorbables (glucose, fructose)
par les cellules intestinales. Ces inhibiteurs agissent comme des pseudosubstrats, retardant ainsi
I'nydrolyse des glucides complexes (amidon, saccharose). En conséquence, au fil du temps, le
glucose se propage dans la circulation sanguine et I'hyperglycémie postprandiale diminue sans
provoquer d'hyperinsulinémie[138]. Par conséquent, ces inhibiteurs devraient étre des agents

thérapeutiques pour le diabéte sucré non insulino-dépendant [141].
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Mais, les a-glucosidases actuelles telles que Il'acarbose et le miglitolsont insuffisantes, La
prolongation provoque souvent des effets secondaires indésirables tels que la diarrhée [136],
des douleurs et des ballonnements intestinaux [142]. Par conséquent, il est nécessaire de trouver

de nouveaux extraits naturels et des composes qui inhibent I'a- glucosidase.

2.1 Activité antidiabétique de Centaurea spp.

Les propriétés antidiabétiques de différentes espéces de Centaurea ont été confirmees dans des
études récentes par des tests in vitro ainsi que par des expériences in vivo.

L’évaluation de I'activité antidiabétique in vitro de I'extrait méthanolique des parties aériennes
de C. calcitrapa a montré qu’il inhibe l'a-glucosidase a une valeur 1Cso de 4,38 + 0,31 mg/ml
par rapport & l'acarbose (ICso= 1,41 + 0,07 mg/ml) [143].

L’activité¢ d'inhibition d'enzymes de C. triumfetti, a été étudiée. Dans les expériences
d'inhibition de I'a-glucosidase, I'acarbose a été utilisé comme contréle positif. L'extrait acétate
d'éthyle des tiges de cette espéce a montre un effet inhibiteur puissant sur l'a-glucosidase (4,13
+ 0,04 mmol ACAE/g d'extrait) [144].

Aussi l'extrait de feuilles de C. karduchorum a montré une forte activité inhibitrice contre
I'a-glucosidase (1Cso = 0,63 + 0,00 mg/ml) [145].

D’autre part ,les extraits de chloroforme et d'acétate d'éthyle des parties aériennes de huit
Centaurea spp. comprenant C. depressa, C. drabifolia, C. kotschyi, C. patula, C. pulchella, C.
tchihacheffii, C. triumfettii, et C. urvillei ont été étudiés pour leur activité inhibitrice de 1'a-
glucosidase . Tous les extraits de Centaurea spp. ont été capables d'inhiber ’enzymes a la
concentration de 2 mg/ml et, comparés a l'acarbose, ils ont induit une activité inhibitrice envers
l'a-glucosidase avec un pourcentage d'inhibition 44,16% a 1 mg/ml [146].

L'activité antidiabétique de Centaurea spp . est certainement due a la présence de substances
phytochimiques. A cet égard, les composés sesquiterpénes, flavonoides ont été généralement
rapportés dans la littérature.

Quatre flavonoides, notamment la scutellaréine(80),la népétine(81), l'apigénine (32) et
I'hispiduline (33) ont été évalués pour leurs effets inhibiteurs de I'a-glucosidase en comparaison
avec l'acarbose et l'ordre de l'activité a été obtenu comme suit : scutellaréine

>népétine > apigénine > hispiduline > acarbose. Les effets synergiques de l'association de
chaque flavonoide avec l'acarbose a différentes concentrations ont également été observés. Il
a été percu que le meilleur effet synergique était lié a l'association apigénine-acarbose qui a

agi comme un inhibiteur non compétitif [147].

> [ <
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La vitexine(83) a également présenté un effet inhibiteur sur l'a-glucosidase (ICso = 52,805
uM) qui était comparable a celui de I'acarbose (ICso = 375 uM) [148].

Aussi, La lutéoline(84) et la lutéoline 7-O-glucoside(87) ont montré une bonne activité
inhibitrice de l'a-glucosidase. Cependant, la lutéoline s'est avérée plus puissante que
I'acarbose par I'inhibition de 36% a la concentration de 0,5 mg/ml [149].Les lactones
sesquiterpéniques ont également montré des effets inhibiteurs in vitro sur l'a-

glucosidase[150].

Figure 5 : structures chimiques des composés inhibiteurs de I' a-glucosidase.
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Etude phytochimique de Centaurea papposa

1. Matériel végétal
Les parties aériennes de la plante ont été récoltées au Cap de Garde.Phare au nord-ouest du

port de la ville d'Annaba (Algérie) en septembre 2016 ; altitude 58 m ; Coordonnées (WGS84) :
36 5702800N;007 4601000E. La plante a été identifiée par le Dr Hamel Tarek, département de
Biologie, Université Badji Mokhtar Annaba, Algérie.

Apres séchage dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été

broyées et pesées (m=600g).

2. Extraction

600 g de la matiére végétale broyés sont mis a macérer dans le dichlorométhane a température
ambiante pendant 24 heures, aprés filtration 1’extrait dichlorométhane récupéré est concentré
sous pression reduite a sec et pesé, cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. Le marc partiellement épuisé est ensuite macéré dans le méthanol pendant 24 heures,
I’extrait méthanolique obtenu est concentré sous pression réduite a sec est dilué avec de I’eau
chaude. Aprées décantation puis filtrée afin d’éliminer impuretés, graisses, cires etc.. La solution
aqueuse ainsi obtenue est soumise a des extractions successives liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarité croissante en commengant par 1’acétate d’éthyle puis le n-butanol conduisant

a ’obtention de 2 extraits : extrait acétate d’éthyle 2g et extrait n-BuOH 169 (Figure 6)




Matiere végétale
M=620g

CH,Cl, a froid

Extrait CH,Cl, Le marc
M=10g
MeOH a froid

Extrait MeOH Le marc épuisé

Dilution avec H,O
Décantation et filtration

Phase aqueuse

Extraction par AcOEt
Décantation et concentration

Extrait ACOEt Phase aqueuse
M=2g

Extraction par n- BuOH
Décantation et concentration

Extrait n-BuOH Phase aqueuse
M=16g

Figure 6: Schéma d’extraction des parties aériennes de Centaurea papposa..

3.Analyse quantitative

3.1 Dosage des polyphénols

Principe de la réaction

La teneur en polyphénols totaux des extraits de plantes testés a été déterminée selon la méthode
de Folin-Ciocalteu (FCR) décrite par Singleton et Rossi [1],et Muller et al (2010) [2]

Le réactif FCR, utilisé est un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040), En présence de polyphénols, le réactif FCR est réduit en




oxyde de tungsténe (WsO23) et en oxyde de molybdéne (M0sOzs) dans un milieu alcalin. et
donne une couleur bleue. L’intensité de cette couleur est proportionnelle a la teneur totale en
polyphénols présents dans 1’échantillon testé. La mesure de I’absorption de cette couleur est

généralement effectuée a une longueur d’onde autour de 750-765 nm.

Mode opératoire

Mélanger 20 pL de chaque solution d’échantillon avec 100 ul de FCR dilué 10 fois par de
I’eau distilée. Une solution de 75 pL de carbonate de sodium Na,COs (7,5%)est ensuite ajoutée.
Apres incubation a I’obscurité pendant 2 h a température ambiante, I'absorbance est mesurée
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre a 760 nm en utilisant un lecteur de

microplaques. Trois répétitions ont été mesurées.

La teneur des polyphénols totaux est déterminée a partir d’une équation de régression linéaire
déduite de la courbe d’étalonnage établie avec I’acide gallique (controle positif) est exprimée
en microgramme d’équivalent acide gallique par milligramme d’extrait sec (LQEAG/mQ).

3.2 Dosage des flavonoides

Principe de la réaction :

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode de Topcu et al., (2007) (avec
quelques modifications) [3]. Ce procéde est basé sur la formation d'un complexe flavonoide
d'aluminium avec un maximum d'absorption a 415 nm.

Mode opératoire

Chaque extrait a été preparé a une concentration de 1 mg/ml. Mélanger 50 ul d'échantillon
avec 130 pL de méthanol (MeOH), 10 pL d'acétate de potassium (CH3sCOOK) et 10 pL de
nitrate d'aluminium (AI(NOz3)s, 9H-0). Incuber le mélange a température ambiante pendant 40
min. Aprés I’incubation l'absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 415 nm a I’aide
spectrophotometre. Le test est répété trois fois. Le méthanol est utilisé comme blanc. Pour
¢établir une courbe d’étalonnage une solution standard de méthanol de quercétine est préparée
a des concentrations allant de 25 a 200 pg/mL. Les résultats de 1’absorbance des échantillons
sont convertis en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait
(LgEQ/mQ) . cette conversion permet de quantifier la teneur en flavonoides totaux dans les

extraits testés en se référent a I’équivalent de quercétine.




4. Analyse d’extrait CH.Cl, par GC-MS
L'analyse a été réalisée a I'aide d'un GC-MS Agilent 5973 couplé a un chromatographe en phase
gazeuse Agilent 6890 équipé d'un injecteur split-splitless a 280 °C. Une colonne capillaire HP-
5MS Agilent (30 m x 0,25 mm, df = 0,25 pum , composé de5% Phenyl 95%
dimethylpolysiloxane. ) a été utilisee. Un échantillon de 1 pl a été injecté, La température du
four a été programmée a partir de 70°C pendant 5 min ,aprés une augmentation de 10 °C/min,
jusqu'a 320°C, se terminant par un 9 min isotherme. De I'hélium a été utilisé comme gaz vecteur
a un debit de 0,8 ml / minute.
Les parameétres de fonctionnement de la Spectrometrie de masse sont les suivants :
Mode d’analyse : Scan TIC(de 30a 550)
Délai du solvant : 3.5min
Température de ’interface :270 °c
Type d’ionisation : Impact électronique
Intensité du filament : 70 év
Type de ’analyseur de masse : Quadripoles
Température de la source : 230 °c
Les composants de I'extrait ont été identifiés sur la base de leurs indices de rétention (déterminés
par rapport a une série homologue d'alcanes normaux) et par comparaison de leurs schémas de
fragmentation spectrale de masse avec ceux rapportés dans la littérature et avec des composés

authentiques, en particulier pour les composants majeurs.

5. Analyse par LC-MS

Les analyses LC-MS des extraits polaires (AcOEt et n-BuOH) ont été réalisées a l'aide d'une

HPLC Shimadzu modele Nexera couplée a un instrument MS en tandem. La chromatographie
liquide était équipée de pompes binaires LC30AD, four a colonne CTO-10ASvp, dégazeur
DGU-20A3R et passeur déchantillons SIL-30AC.. La séparation chromatographique a été
réalisée sur une colonne RP-C18 Inertsil ODS-4 (100 mm X 2,1 mm, 2 um). La
chromatographie liquide a ultra-haute performance en phase inversée a été optimisée pour
obtenir une séparation optimale pour 37 composes phytochimiques et de surmonter les effets
de suppression. La température de la colonne a été fixée a 35°C. Le gradient d'élution était
constitué de I'éluant A (eau, formiate d'ammonium 10 mM et acide formique 0,1 %) et de
I'éluant B (acétonitrile). . Le programme d'élution en gradient a été appliqué : 5-20% B (0-10
min), 20% B (10-22 min), 20-50% B (22-36 min), 95% B (36-40 min), 5% B (40-50 min).Le




débit du solvant a été maintenu & 0,25 mL/min et le volume d'injection a été reglé 4 uL.

La détection par SM a éte realisée a l'aide d'un appareil de marque Shimadzu. LCMS 8040
équipé d'une source ESI fonctionnant en mode ionique négatif. . Les données CESI-MS/MS ont
été collectées et expédiées par le logiciel LabSolutions Software (Shimadzu). La surveillance
des réactions multiples (MRM) a été utilisée pour la quantification. Les conditions de travail
du spectrométre de masse étaient température de l'interface, 350°C ; température du DL, 250°C
; température du bloc thermique, 400°C ;flux de gaz de nébulisation (azote), 3 L/min ; et flux
de gaz de séchage (azote), 15 L/min.. Les caractéristiques de performance de la méthode ont
été déterminées a l'aide de solutions standard, d'échantillons enrichis et non enrichis .

Dans ce contexte, la méthode développée a été entierement validée en termes de linéarité,

d’exactitude (récupération), de précision (répétabilité), limites de détection et de quantification

(LOD/LOQ) et d'incertitude relative aux normes (U% a un niveau de confiance de 95% [k =
2)).

6.Séparation et purification

6.1 Etude de I’extrait CH>Cl
Une masse de 3 g de 1‘extrait dichlorométhane a été chromatographiée sur VLC de gel de silice.
L<élution aété réalisée par un mélange de polarité croissante CH.Cl>-AcOEt (100/0 - 0/100)

pour donner 6 fractions(Figure 7).

Extrait CH2Cl>
M=3g

100%CH2Cl. vic (gel de silice) 100%ACcOEt

Figure 7: Schéma de fractionnement de I’extrait CH2Cl..

Le produit CP3 a été séparé de la fraction F3 (592 mg) par CCM préparative de gel de silice

en utilisant I’éluant Hexane-CH.Cl, (1-9).




6.2 Etude de P’extrait n-BuOH

Une masse de 4 g de I‘extrait butanolique a été chromatographiée sur VLC en phase inverse
(RP18). L<élution a éte réalisee par un mélange de polarité croissante (H20/ MeOH ; 100/0-
0/100) pour donner 8fractions (Figure 8).

Extrait n-BuOH
M=4g

100% eau VLC(RP18) 100% MeOH

F2 F3 F4 F5 F6 F7

Figure 8: Schéma de fractionnement de 1’extrait BuOH

Le produit CP1 a été obtenu par purification du précipité de F4 (140mg) sur une colonne
de SephadexLH?20 en utilisant le MeOH comme éluant.
La fraction F7 (158 mg) a été chromatographiée sur une colonne de sephadex en utilisant

le systétme d’élution MeOH - H20 (9 -1) pour donner un produit CP2.

I1. Etude phytochimique de Silene gallica
1.Materiel végetal :

La plante a été récoltée le mois de Mai en 2017 a Mila. L’espéce a été identifiée par le
professeur Houcine Laouer, département de Biologie et d'Ecologie Végétale ,Université
Ferhat Abbas de Sétif.Aprés sechage dans un endroit sec a 1’abri des rayons solaires, les

parties aériennes ont été broyées et pesées (m= 395g).

2.Extraction :

395 g de la partie aérienne de la plante broyés sont mis a macérer dans CH2Cl, a température

ambiante pendant 24 heures, apres filtration I’extrait CH2Cl, récupéré est concentré sous

pression réduite a sec et pesé, cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. Le marc partiellement épuisé est ensuite macéré dans le méthanol pendant 24 heures,
’extrait méthanolique obtenu est concentré sous pression réduite a sec est dilué avec de ’eau
chaude. La solution aqueuse obtenue apres décantation et filtration est soumise a des extractions
successives liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par
I’acétate d’éthyle puis le n-BuOH conduisant a I’obtention de 2 extraits : 1g de I’extrait ACOEt
et 10 g de I’extrait n-BuOH




Matiére végétale
M=395¢g

CH,Cl, a froid

Extrait CH ,Cl, Le marc
M=T7g
MeOH a froid

Extrait MeOH Le marc épuisé

Dilution avec H,O
Décantation et filtration

Phase aqueuse

Extraction par AcOEt
Décantation et concentration

Extrait AcCOEt Phase aqueuse
M=1g

Extraction par n- BuOH
Décantation et concentration

Extrait n-BuOH Phase aqueuse
M=10g

Figure 9 : Schéma d’extraction des parties aériennes de Silene gallica.

3.Séparation et purification

3.1 Etude de Pextrait n-BuOH

Une masse de 3 g de I‘extrait butanolique a été chromatographiée sur colonne de gel de silice.

L*¢lution a été réalisée par un mélange de polarité croissante AcOEt - MeOH (100/0 - 0/100)

pour donner 4 fractions(Figure 10)




Extrait n-BuOH
M=395¢

AcOET 100% CC gel de silice  MeOH 100%

F1 F2 F3 F4

Figure 10: Schéma de fractionnement de I’extrait n-BuOH de S.gallica.

Le produit SG1 a été séparé de la fraction F2 (592 mg) par CCM préparative de gel de silice
en utilisant I’éluant ACOEt-MeOH (9 -1).

11 Testes biologiques

1.Activite antioxydante
Quatre tests ont été utilisés pour I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits des deux

plantes étudiées. 11 s’agit de I’activité scavenger du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picryl
hydrazyl) et du radical cationique ABTS<+ (acide 2’2, azino-bis-(3-éthylebenzothiazoline)-6-
sulfonique),du Capacitéantioxydante reductrice d'ions cuivriques (CUPRAC) et de test de

pouvoir antioxydant réducteur ferrique(FRAP).

1.1 Méthode DPPH
Principe

Le test DPPH est base sur la capacité des antioxydants a neutraliser le radical libre DPPH". Ce

dernier est caractérisé par un électron célibataire sur I’atome d’azote, ce qui lui confére une
couleur violette intense avec un maximum d’absorption a 517nm. Lorsque les antioxydants sont
présents , ils peuvent réagir avec le radical DPPH en lui donnant un électron , ce qui provoque
un changement de couleur violet foncé au jaune qui est du a la formation de la forme réduite du
DPPH (DPPH-H) (figurell). Ainsi la mesure de I’intensité de décoloration du DPPH permet

d’évaluer la capacité d’un échantillon a piéger les radicaux libres [4].




Figure 11 : Réduction du DPPH par un antioxydant[5].

Mode opératoire :
L'activité de piégeage des radicaux libres est mesuree par spectrophotométrie a l'aide du test

DPPH [6]. Mélanger et charger 40 ul de différentes concentrations d'extrait allant de 12,5 a
800 ug/l et 160 uL de solution de méthanol préparée a la concentration de DPPH (0,1 mM) dans
un lecteur de microplaques a 96 puits. Apres agitation, le mélange est incubé a température
ambiante dans l'obscurité pendant 30 minutes. Les lectures sont obtenues en mesurant
I'absorbance a 517 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Vis contre des témoins négatifs
contenant une solution de DPPH et du méthanol uniqguement. L'hydroxytoluéene butylé(BHT)
et I'nydroxyanisole butylé (BHA) ont été utilisés comme témoins positifs. Le pourcentage
d'activité de piégeage des radicaux libres a été calculé comme suit :

% D'inhibition = [(Acontrol-Asample) / Acontrol] x 100

A control : est lI'absorbance de la réaction de contréle (contenant tous les réactifs a I'exception

de l'extrait a tester ou de I'étalon)

Asample est lI'absorbance de I'extrait a tester ou de I'étalon.

Les résultats ont été exprimés en valeurs d'ICso (pug/ml) correspondant a la concentration
d’inhibition a 50 %.
Méthode ABTS

Principe
Dans cette méthode, l'activité antioxydante totale a été dérivée de sa capacité a inhiber les
radicaux libres ABTS«+ obtenus a partir d'ABTS. Les radicaux libres cationiques sont obtenus

par mise en contact de I'ABTS avec de la peroxydase (méthémoglobine peroxydase)[7].




Figure 12 :Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un donneur d’¢lectron[8].

Mode opératoire :
L'activité de piégeage de I'ABTS a été déterminée selon le procédé Re et al [9]. Ajouter 7 mM

d’ABTS dans de l'eau a une solution de persulfate de potassium 2,45 mM. Le mélange a été

agité puis placé a I'obscurité pendant 12 heures pour former des radicaux cationiques ABTS+-.
Avant utilisation, diluer la solution dans de I'éthanol pour obtenir une absorbance de 0,708 £
0,025 a 734 nm. La solution résultante est stable lorsqu'elle est conservee dans l'obscurité et a
température ambiante. Ensuite, un volume de 160 ul de solution de dilution radicalaire
ABTS+e a été ajouté a 40 ul de chaque extrait avec une gamme de concentration de 12,5 a
800pg/ml. Apres 10 minutes, mesurer lI'absorbance a 734 nm a l'aide d'un spectrophotometre
UV- Vis contre un contrble négatif contenant uniquement une solution ABTS et du

méthanol.

Le BHT et le BHA ont été utilises comme contrdles positifs... L'activité de piégeage des
radicaux libres ABTS+ a été exprimée en pourcentage d'inhibition en utilisant I'équation
suivante :

% D'inhibition = [(Acontrol-Asample) / Acontrol] x 100

ou Acontrol est I'absorbance de la réaction de contr6le (contenant tous les réactifs a
I'exceptionde l'extrait a tester)

ou standard), et A sample est ’absorbance de I’extrait ou du standard.

1.2 Méthode CUPRAC

Principe
La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivi du
changement de 1’absorbance du complexe néocuproine (Nc)-ions cuivrique [Nc2-Cu?*] qui est

soumis d’une réduction en présence d'un agent antioxydant .




En effet, en présence dun agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit et cette
réaction est quantifié spectrophotometriquement a une longueur d’onde de 450 nm[10]. Le

principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers

la réduction du complexe Cu*? -Nc, produisant ainsi un complexe chromogeéne de Cu+ -Nc qui

absorbe & 450 nm (figure 13)

Figure 13 :Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante.[11]

Mode opératoire :

Le test CUPRAC (Cupric ion reduction antioxidant Capacity) a été décrit pour la premiere fois
par Apak et al [12]. Le test CUPRAC (Cupric ion reduction antioxidant Capacity) a eté décrit
pour la premiére fois par Apak et al [12]. Ce test permet de mesurer le pouvoir réducteur des
extraits en les comparant a des témoins positifs tels que BHA (butylhydroxyanisole) et du BHT
(butylhydroxytoluéne). Dans une plaque de microtitration a 96 puits, 40 uL d’extrait a
différentes concentrations (ou des antioxydants standards) ont été mélangés avec 60 pL
d’Acétate d’ammonium (1M, pH=7) ,50 uL de néocuproine (7,5 mM) et 50 uL. de chlorure de
cuivre (I1) CuCl; (10mM). Le mélange obtenu est incubé pendant 60 minutes a l'abri de la
lumiéere. L'absorbance est mesurée a 450 nm contre un réactif a blanc (en remplacant les extraits
par le méthanol). Trois mesures de I’absorbance ont été effectuées pour chaque concentration
testée et les résultats ont été exprimés par la valeur moyenne de 1’absorbance + écarts-types et

comparés avec ceux des standards a-Tocophérol, BHA.
1.4 Métode FRAP

Principe

L'analyse FRAP (Ferric reducing antioxidant power) est une méthode utilisée pour mesurer la
capacité des antioxydants a réduire le complexe ferrique de la tripyridyl-s-triazine 2.4.6 [Fe
(1) - (TPTZ) 2]3+ en un complexe ferreux coloré par le bleu [Fe (1) - (TPTZ) 2]2+ dans un

milieu acide [13].




Ces valeurs ont été calculées en mesurant lI'augmentation de I'absorbance a 593 nm et en la
corrélant & une solution étalon d'ions ferreux ou & une solution étalon d'antioxydant [14]. selon

la figure 14.

Figure 14: Réaction redox pour le complexe ferrique dans le test FRAP[15].

Mode opératoire :

Le FRAP de l'extrait brut a été déterminé selon la méthode décrite précédemment [16]. Dans
lequel, 10 pL de différentes concentrations de I'extrait ont ét¢ mélangés avec 40 pL. de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 50 uL de ferricyanure de potassium KsFe(CN) 6 (10 mg/mL). Le
mélange réactionnel a ensuite été incubé a 50°C pendant 20 min, puis acidifié a cette solution
avec 50 pL de solution d'acide trichloroacétique (TCA) (10%). Enfin, 10 pL de solution de

chlorure ferrique FeCls (0,1 %) ont été ajoutes a la solution. .Mesurer I'absorbance a 700 nm.

2.Activité inhibitrice de I'alpha-glucosidase
Principe

Le principe est de mettre en contact I'extrait avec I'a-glucosidase et son substrat, de mesurer
I'intensité d'absorbance a 405 nm pour évaluer le degré d'inhibition de l'activité  enzymatique

par chaque extrait [17].Le standard utilisé est ’acarbose.

Mode opératoire

L'activité de I'inhibiteur de l'a-glucosidase a été étudiée en utilisant la méthode décrit par
ailleurs [18]. Un volume de 50 pL de solution d'extrait et 50 uL de solution de p-nitrophényl-
a-D-glucopyranoside 5 mM (dans un tampon phosphate 100 mM, pH 6,9) ont été

mélangés et incubé a 37 ° C pendant 10 min.




Ensuite, 100 uL d'a-glucosidase.(0,1 U/ml) a été ajouté et I'absorbance a été enregistrée a 405
nm apres 0 et 30 min respectivement. L'inhibiteur pharmacologique, I'acarbose, a été inclus

comme contrdle positif.
L'activité de l'a-glucosidase a été calculée comme suit :

Activité = [(Absorbance du contr6le - Absorbance de extrait) / Absorbance du contrdle] x100
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CHAPITRE :3
RESULTATS
ET DISCUSSION




1.Dosage des polyphénols et des flavonoides
Par la méthode de Folin-Ciocalteu, la teneur en polyphénols a été déterminée et exprimée en

CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

équivalents microgrammes d'acide gallique standard par milligramme d'extrait (ugEAG/mg).

Les quantités correspondantes de polyphénols sont représentées par une courbe d'étalonnage

linéaire.

y =0,0083x + 0,0475
R?2=0,9777

*

—— Linéaire ()

Figure 15 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats concernant les quantités des polyphénols présents dans les extraits sont reportés

dans le tableau suivant :

Tableau 7:Teneur totale en composés
phénoliques de C. papposa

Tableau 8:Teneur totale en composés
phénoliques de la de S. gallica

Extrait

Teneur totale en
composés phénoliques
(Mg GAE/mg)

Extrait

Teneur totale en
composés phénoliques
(Mg GAE/mg)

DCM C.papposa

16.79+3.94

DCM S.gallica

NA

AcOEt C.papposa

494.88+5.81

AcOEt S.gallica

204.441 +£3.95

BuOH C.papposa

356.93+5.81

BuOH S.gallica

110.247 + 2.50

* Les valeurs ont été exprimeées sous forme de moyennes + écart type (n = 3).
* Les composés phénoliques totaux ont été exprimés en ug d'équivalent acide gallique / ml (ug GAE / mg).
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En utilisant la méthode au trichlorure d'aluminium (AICIz), la teneur en flavonoides des extraits

a été évaluée et enregistrée en termes de pg d'équivalent de quercétine par mg d'extrait. Les

résultats ont été détermines a l'aide d'une courbe d'étalonnage. :

y =0,0083x + 0,0475
R?2=0,9777

*

—— Linéaire ()

0 100 200 300

Figure 16: courbe d’étalonnage de quercetine.

Les résultats concernant les quantités des polyphénols présents dans les extraits sont reportés dans le

tableau suivant :

Tableau9 :La teneur totale en flavonoides de C.papposa  Tableau 10:La teneur totale en flavonoides de S.gallica

Extrait Teneur  totale  en Extrait Teneur  totale en
flavonoides (ug QE/mg) flavonoides (ug QE/mg)

DCM C.papposa NA DCM S.gallica NA

AcOEt C.papposa 273.02+4.27 AcOEt S.gallica 102.998
107.93+3.86 BuOH S.gallica 84.3742.36

BuOH C.papposa

*Les teneurs en flavonoides ont été exprimées en pg d'‘équivalent quercétine / mg (ug QE /
mg)

Les extraits n-BuOH et AcOEt de C.papposa présentaient une teneur plus élevés en
polyphénols (356,93 + 5,81 ug GAE / mg, 494,88 + 5,81 ug GAE / mg) (Tableau 7) et en
flavonoides (107,93 £+ 3,86 ug QE / mg, 273,02 + 4,27 ug QE / mg) (Tableau 9) respectivement,
Tandis que les extraits ACOEt et BUOH de S.gallica présentaient une teneur modérée (204,441
+ 3,95 ug GAE / mg, 110,247 £ 2,50 ug GAE / mg) et (102,998 + 1,35 ug QE / mg, 84,37 +
2,36 g QE / mg) pour les flavonoides respectivement.
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2.L>analyse par GC-MS
Les résultats de I’analyse par GC-MS de I’extrait CH2Cl, de Centaurea papposa sont rassemblés

dans le tableau 11.

Tableau 11 : Les Composés volatils identifiés dans I’extrait CH>Cl» de C.papposa

Nom du composé RT | Area%
2,6,10-Trimethyldodecane 0.11

5,6,7,7a-tetrahydro-4,4, 7a-trimethyl-2(4H)-benzofuranone 0.28

1-methyl-4-(1-methylethyl)- 1,4-Cyclohexadiéne 0.20

1-Tridecene 0.09

1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis(1-methylethenyl)- Cyclohexane 0.23

1-Methylene-2b-hydroxymethyl-3,3-dimethyl-4b-(3-methylbut- 0.39
2-enyl)-cyclohexane
(10,,2B,50)-2,6,6-triméthy bicyclo[3.1.1]heptane 6.70

5-Nonadecen-1-ol 1.36

9-Octadecyne 2.99

Acide hexadécanoique, ester méthylique 0.92

Acide n-Hexadecanoique 1.26

5,9-dimethyl-4,8-Decadien-3-ol 0.23

2-decyl-3-(5-methylhexyl)oxirane 0.64

DI-Lysine 0.43

Acide dibutyl ester decanedioique 0.99

1,5-dimethyl-7-Oxabicyclo[4.1.0]heptane, 1.18

Tributyl acetylcitrate 0.24

Heptadecane 1.33

Acid (Z,2)-9,12-Octadecadienoique 0.26

Acide Oléigque 0.50

1-chloroheptacosane 0.43

Heptadecane 0.84

Tetradecanal 0.19

Tridecyloxirane 0.37

1,2-Benzisothiazole, 3-(hexahydro-1H-azepin-1-yl)-, 1,1-dioxide 0.11

ST <
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Eicosane 27.469 | 2.44
(2)-14-méthylhexadec-8-enal 27.709 | 0.25
Octadecane 28.184 | 0.75
Nonacosane 28.898 | 4.27
3-Eicosene, (E)- 29.258 | 0.28
2-Dodecen-1-yl(-)succinic anhydrid 29.378 | 0.18

1-Bromo-11-iodoundecane 29.996 | 1.87
Triacontane 30.224 | 4.72

4,4-dimethylcholesta-6,22,24-triene 30.401 | 2.52
Stigmastan-3,5-diene 30.533 | 3.09

Methoxyacetic acid, 4-tetradecyl ester 30.841 | 4.19
(S,S,S,S)-1,1-Bicyclopentyl-2,2'- dicarboxald 31.201 | 111

ehyde
3-Tetradecen-1-ol acetate 31.722 | 2.09

Cyclotriacontane 31.853 | 257
B.-Sitostérol 32.676 | 7.53

la, 2.0.-epoxy-1p-méthylcholesta-4,6-dién-3-one 32.899 | 4.22

11,13-diméthyl-12-tetradecén-1-ol acétate 33,539 | 10,93
Humulane-1,6-dién-3-ol 34,522 | 7,36
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Le Chromatogramme GC-MS de I’extrait CH2CI2 de C.papposa a montre la présence de 43
pics (Figurel7 ) quiont éte identifiés aprés comparaison des spectres de masse avec la base
de données de I’institut national des normes et de la technologie(NIST).

Les principaux composés identifiés sont : 11,13-Dimethyl-12-tetradecen-1-ol acétate (10.93%),
B- Sitosterol(7,53%), Humulane-1,6-dien-3-ol (7,36%) et 2,6,6-triméthylbicyclo[3.1.1]heptane
(6,70%) (Tableau 11). beta-Sitosterol est un excellent inhibitieur de l'a-glucosidase[38], donc

ca contribue a l'activité inhibitrice de l'alpha-glucosidase de I’extrait CH2Cl.
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Figurel7 :Chromatogramme GC-MS de I’extrait CH.Cl, de C.papposa

3. L’analyse par LC-MS
Les résultats de ’analyse par LC-MS des extraits de C.papposa étudiés sont rassemblés dans

le tableau 12.

Tableau 12: Détermination quantitative des composés phénoliques
(ng/g d’extrait) par LC-MS.

Extraits
EtOAC BuOH
Acide quinique 200 579.75 162 905.02
Acide malique 1 436.65 1201.35

Standards TR

=z

Acide fumarique NI NI
Acide gallique 2 807.08 2 599.26
Acide Protocatechuique 3221.85 2 640.08
Pyrocatéchol NI NI
Acide chlorogenique 4 539.34 4 188.03
Acide 4-OH-benzoique 827.83 704.1
Acide vanillique 1834.93 1539

O 00| N O g B W DN =

Acide caffeique 650.93 594.71
Acide syringique 145.36 120.75
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12 | Vanilline NI NI

13 | Acide salicylique

14 | Acide p-coumarique
15 | Rutine

16 | Acide tr-ferulique

17 | Acide sinapique

18 | Hespéridine

19 | Isoquercitrine

20 | Acide rosmarinique
21 | Nicotiflorine NI NI

22 | Acide o-coumarique NI NI
23 | Rhoifoline 283.64 267.96

24 | Quercitrine 783.45 661.4
25 | Apigetrine 1 658.68 1 567.67
26 | Coumarine 2521.8 2 430.51

27 | Myricétine NI NI
28 | Fisétine NI NI

29 | Acide cinnamique NI NI

30 | Liquiritigenine NI NI
31 | Quercétine NI NI
32 | Luteoline NI NI
33 | Naringénine NI NI
34 | Apigenine 1607.99 1506.32
35 | Hespérétine NI NI

36 | Kaempférole NI NI

37 | Chrysine NI NI

Total des produits détectes 20 20
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L'analyse LC-MS des extraits de C. papposa a révelé la présence de 20 composés
phénoliques(Tableau 14). Les teneurs en acides phénoliques de I'acide quinique de I’acide
chlorogenique , de l'acide vanillique , de l'apigétrine, de I'apigénine et de la coumarine
ont montré les concentrations les plus élevées (200579,8,1436,7, 2807,1, 3221,9, 4 539,34,
1834,9, 1658,7, 1608,0, 2521,8. ng/g d'extrait) respectivement pour I’extrait AcOEt. Alors
que l'acide 4-OH-benzoique, l'acide caféique, I'acide salicylique, I'acide p-coumarique,

l'acide férulique, l'acide rosmarinique, I'hespéridine, l'isoquercitrine, la rhoi-foline et la

quercitrine ont été trouvés avec les valeurs les plus faibles . Les mémes composés

phénoliques cités précédemment ont été détectés dans l'extrait de n-butanol. Des
expériences antérieures sur Centaurea ont montré la présence de composés phénoliques
majeurs, la querceétine, la quercétine-3-p-D-glucoside et le protocatéchuique de Centaurea
amaena et Centaurea aksoyi [2], les acides chlorogenique, cafeique, férulique et p-
coumarique, l'isoquercitrine et la coumarine de Centaurea cyanus [3], le p-sitostérol 3-
glucoside, I'acide protocatéchuique, la scopolétine, I'acide chlorogénique, la centauréine,
le kaempférol-3-glucoside, la jaceine, I'arctiine, le quercetin-3-glucoside et la janérine de
Centaurea isaurica [4]. Seize composes, dont l'acide protocatéchuique, I'hnexoside et

I'acide férulique, ont été determinés dans I'extrait méthanol de Centaurea baserius [5].
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Figurel8:LC-MS chromatogramme d’extrait acétate d’éthyle de C. papposa.

Figure 19 : LC-MS chromatogramme d’extrait n-butanol de C. papposa

4. Determination structural de produits isolés de I'espece C.papposa
4.1 Le composé CP1

Données spectroscopiques UV-Visible
La fluorescence violette sur CCM de polyamide sous UV a 330 nm du composé et la valeur

de la longueur d’onde de la bande I dans le méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de

type flavone .

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de la bande I de (A A =+54nm)
avec augmentation de I’intensité d’absorption par rapport au spectre enregistré dans le MeOH

ce qui nous oriente vers un OH libre en position 4°.
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L’effet bathochrome de la bande I (+52 nm)en comparant le spectre enregistré dans AICl3

Par apport a celui enregistré dans le MeOH confirme la présence d’un groupement OH en
position 5.

Un déplacement bathochrome de la bande 11 (+8 nm) tres faible du spectre en présence de

NaOH avec le temps révele I’absence du systéme ortho di-OH sur le cycle A et sur le cycle B,
cela est confirmé par I’absence de I'effet hypsochrome dela bande I apres I’ajout de
AICI3+HCI par rapport a celui de AICIz, et par I’absence d’effet bathochrome sur la bande I du
spectre NaOAc+ H3BO:s.

Le spectre UV obtenu avec le NaOAc n’induit pas de déplacement bathochrome de la bande I
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, ce qui signifie qu’il n’y a pas de groupe
hydroxyle libre en 7 (7-OR).

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le Tableau 12
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Tableau 13: Données de la série spectrale UV du composé CP1.

Reactifs Bande | Bande 11
A (nm) A (nm)
MeOH 330 268

NaOH 384 268

NaOH + 5 min 384 276

AICl3 382 270

AICI3/HCI 382 270

NaOAc 328 267

NaOAc+H3;BO3 327 268

Toutes ces données nous permettent de proposer la structure partielle suivante:
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Données de la RMN-1H :
L’examen du spectre RMN-1H, figure 20 :

Un singulet & 6,85 ppm est attribuable au proton en position 3 caractéristique d’une
flavone.

Un singulet large a 6,43 ppm correspondant au proton H-6.

Un doublet & 6,82 ppm avec une constante de couplage de 2 Hz (couplage méta)
correspondant au proton H-8.

Deux doublets d’intégrations 2 H a dH = 7,94 ppm avec une constante de couplage

J =8,8 Hz eta 6,9 ppm avec une constante de couplage J = 8.8Hz (couplage ortho), ces
protons sont respectivement attribués au H-2* ; H-6 et H-3" ; H-5".

Un doublet avec un déplacement chimique de 5,06 ppm et une constante de couplage 7,35
Hz correspond au proton anomérique d’un sucre.

Les signaux restant sur le spectre (entre 3,1 et 3.7 ppm) appartiennent a un sucre , la
liaison B-O-glucosidique est confirmée par lavaleur de constante de couplage du proton
anomérique (6H 5.06, J = 7.35 Hz).

Figure 20: Spectres RMN-1H de CP1 (250 MHz,DMSO).

>[» <
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Données de la RMN-13C :
L’examen du spectre RMN-3C (Figure 21) :

e Unsignal situé a 6c =181.6ppm caractéristique du groupement carbonyle d’une flavone.

e Les carbones quaternaires C-5, C-4’ résonnant vers éc =161.0ppm et 161,9ppm
respectivement confirmant leurs hydroxylation.

e Un carbone anomérique & 6c =99,6 ppm .

e Un carbone méthylénique vers éc =60,5ppm

Les déplacements RMN-3C dans la région des sucres entre(5c= 60 a 77 ppm) sont

caracteéristiques d’un sucre.

Figure 21: Spectres RMN-13C de CP1 (250MHz,DMSO)

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN-13C et RMN-!H sont présentés

avec leurs attributions et ceux trouvés dans la littérature [6].
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Tableau 14 : RMN- H et $3C du composé CP1 et I’apigénine -7-O-glucoside

DMSO-d6 DMSO-d6 (Redaelli et al.,
1980)

Apigénine 61 multiplicité (J) 61 multiplicité (J) dc
- 163,0 - 164,0
6,855 102,8 6,85s 102,8
181,6 - 181,6
161,0 - 161,0

6,43 sl 99,3 6,43 d (2,0 Hz) 99,7
162,9 - 162,7

6,82 d (2 Hz) 94,6 6,82 d (2 Hz) 94,6
156,9 - 156,6
105,2 - 105,1
120,3 - 120,7
2°-6’ 7,94 d (8,8 Hz) 128,4 7,95 d (8,8 Hz) 128,3
3-5 6,93 d (8,8 Hz) 115,9 6,93 d (8,8 Hz) 115,7
4 - 161,9 - 160,8
Glucosyl
1” 5,06 d (7,3 Hz) 99,6 5,05d (7,3 Hz) 99,3

2” 73,0 3,27 m 73,0
3 77,1 3,45 m 77,0

69,6 3,18m 69,4

76,2 3,31 m 76,3
60,5 3,48-3,70 m 60,5

L'ensemble des données (UV, RMN-*H, RMN-13C) ,la comparaison des données spectrales

avec celles publiées dans la littérature et le resultat d’analyse par LC-MS nous ont permis
d’identifier la molécule comme étant 1’apigénine-7-O-glucoside(Apigetrine).

Apigénine-7-0O-glucoside

>[»]<
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4.2 Le composé CP2

Données de la RMN-1H

L’examen du spectre RMN-H du composé CP2 (Figure 22 et 23) montre la présence des
signaux caractéristique d'un flavonoide de type flavone reconnaissable par :

Un singulet résonne a 6H =6.82 ppm attribuable a H3.

Un singulet a 6H =6.49 ppm attribuable a H8.

Un dernier singulet large d’integration 1H a 6H =6,19ppm attribuable a H6.

La présence de ces derniers signaux est en faveur d’une substitution des carbones 5 et
7 . Concernant la position 5, le signal d'intégration 1H a 6= 12.93 ppm attribuable a un
OH formant une chélation avec le carbonyle montre que cette position est hydroxylée.

Un doublet d’integration 1H a 6H =7,24ppm avec une constante de couplage
de 8,2Hz (couplage ortho) attribuable a H5

Un doublet d’integration 1H a 61 =7,51ppm, avec une constante de couplage de 8
Hz attribuable & H6’.

Un singulet large a 0H =7.505 ppm attribuable a H2’.

La présence de ces derniers signaux est en faveur d'un cycle B substitué en position 3'
et 4'.

Un doublet observé a 6H =4,90ppm caracteristique d’un proton anomerique d’un
hexose. La constante de couplage (J = 6.83 Hz) observée pour le proton anomerique
du compose CP2 suggere une liaison de configuration .
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Figure 22: Spectres RMN-1H de CP2 (250Hz,DMSO).

Figure 23: Etalement du spectre RMN -1 H du composé CP2 (DMSO).

>«
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Les données de la RMN1H permettent de proposer la structure suivante :

Données spectroscopiques UV-Visible

La structure flavonique est confirmée d'une part par une fluorescence violette sous lumiere de
Wood et d'autre part par I'étude de la serie spectrale UV (Figure 24, Tableau 17) dont on peut
tirer les indications suivantes:

Le spectre enregistré dans le MeOH montre deux bandes d'absorption, une bande I a 337 nm
et une bande Il & 270 nm confirmant la structure d'une flavone.

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochromique de la bande I de (A A =+53nm)
avec la stabilité de I’intensité d’absorption par rapport au spectre enregistré dans le MeOH ce
qui nous oriente vers un OH libre en position 4°.

L’addition du AICIs provoque un deplacement bathochrome de la bande I (AL =+52nm) par

rapport au spectre enregistre dans le MeOH, confirme 1’absence d’oxygénation enposition 6 et

la présence d’un OH en position 5.

L’ajout de HCI+AICI3 donne un déplacement hypsochrome de la bande I (AL = -7 nm) trés
faiblepar rapport au spectre enregistre dans AICls, confirment 1’absence de systéme ortho
dihydroxylé sur le noyau A ou B. Cela est confirmé par I’absence de déplacement bathocrome
de la bande | du spectre enregistré dans le milieu (NaOAc+HsBO3) par rapport a celui
enregistré dans le MeOH.

Le spectre UV obtenu avec le NaOAc n’induit pas de déplacement bathochrome de la bande 11
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, ce qui signifie qu’il n’y a pas de groupe

hydroxyle libre en 7 et la présence d’un OR (7-OR).
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Figure 24: Série spectrale UV du composé CP2,
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Tableau 15: Données de la série spectrale UV du composé CP2.

Réactifs

Bande |
A (nm)

Bande 11
A (nm)

MeOH

337

270

NaOH

390

271

NaOH + 5 min

390

269

AIClI3

389

273

AICI3/HCI

382

274

NaOAc

341

273

NaOAc+H:BO;

342

270

L’hydrolyse acide de composé CP2,libére un sucre, dont la révélation Par Co-

chromatographie avec des les sucres témoins indique la présence d’un glucose.

Figure 25: La Co-chromatugraphie de la phase aqueuse de CP2 et les sucres temoins.
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Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN-'H sont présentés
avec leurs attributions et ceux trouves dans la littérature [7].

Tableau 16 : RMN-'H du composé CP2 et le chrysoeriol.

DMSO-d6 DMSO-d6 (reference)
chrysoeriol 6n multiplicité (J) on multiplicité (J)
3 6.82s 6.88 s
6 6,19 sl 6.19 s
8 6.49 s 6.50 d
2’ 7.505 sl 7.545 m
5 7.24d 6.93d
6’ 7.51d 7.55 dd
5-OH 19.93s 12,96 S
3’-OMe 3.80s 3-3.90
Glucosyl

17’ 4.90 d (6,83 Hz)

Toutes ces données nous permettent de proposer la structure suivante:

chrysoeriol 7- O-B-glucoside

Le produit CP3 est en cours d’identification.

5. Détermination structural de produits isolés de I'espéce S.gallica
5.1 Le composé SG1

Données de la RMN-1H
Le spectre RMN du proton (Figure 23,24) enregistré dans le CD30D a 600 MHz montre des

signaux allant de 6 H 0.92 ppm & 6 H 5.85 ppm. Ce spectre est caractéristique des dérivés

stéroidiques (ecdysteroides), donc On peut marquer une série de pics trés denses dans

>«
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I’intervalle 6 H 0.92 ppma é H 2.5 ppm, ceci signe la présence de protons aliphatiques.

Figure 26: Spectres RMN-1H de SG1 (600MHz ,CD30D ).

/<| H26/H27

Figure 27 : Etalement du Spectres RMN-1H de SG1 (CDs0D).

Les déplacements chimiques des signaux observes RMN-1H sont présentés avec leurs

attributions et ceux trouvés dans la littérature.

>«
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Tableau 17 : RMN- 1H du composé SG1 et ’ecdysone .

CDs0OD CD30D [40], [41]
Ecdysone on multiplicité (J) on multiplicité (J)
1-Hax 1,43 1,43

1-Heq 1,78 1,78

2-Hax 3,86 m 3,83 m

3-Heq 3,94m 3,94 m

4-Hax 1,65 1,65

4-Heq 1,74 1,75

5-H 2,18 2,38 d,d (12,5)
7-H 5,83 5,81

9-H 3.21 3.14

11-Hax 1.65 1.65

11-Heq 1,78 1,78

12-Hax 2,14m 2,10 d,d,d(13,13,5)
12-Heq 1,74 1,7_18m
15-Ha, 2,00 2,00

15-Hp 1,62m 1,53 m
16-Ho 1,83 1,98
16-Hp 1,48 1,48
2,01

17-H 2,01

22-H 3.84m 3,59m

23-Ha 1,30 1,30
23-Hp 1,72 1,65
24-H, 1,75 1,75
24-Hp 1.45 1,45
18-CHs 0.92 0.73s
19-CHs 1.10 0.97s
21-CHs 1.22 d(7.5) 0.95d(7.5)
26-CHs 1,32s 1,19s
27-CHs 1,32s 1,20s
Glucosyl
1”H 4.95 d(7.9) | /
Les signaux restant sur le spectre (entre 3,53 et 3.71 ppm) appartiennent a un sucre , la

liaison B-O-glucosidique est confirmée par lavaleur de constante de couplage du proton

anomérique(dH=4.95ppm,J=7.9Hz).




CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

La valeur de constante de couplage du H>’4 (6H=3.58,J=9.9Hz) caractéristique d’un glucose.
La comparaison des deplacements chimiques de (26- CHz et 27- CHz3) avec celles d’ecdysone

indique la substitutiode (25-C) avec le sucre.

La comparaison des données spectrales avec celles publiées dansla littérature ,nous
ont permis d’identifier la molécule comme étant Ecdysone 25-0-B-D-
glucopyranoside.

Ecdysone 25-0-p-D- glucopyranoside.

6. L’activité antioxydante
6.1 Centaurea papposa

Les résultats de I’activité anti-oxydante des extraits de la plante C. papposa , sont représentés

dans le Tableau 18.

Table 18: Activités antioxydantes des extraits de C.papposa.

Extrait DPPH ABTS CUPRAC FRAP
IC50 pg/ml IC50 pg/ml A0.50 pg/ml A0.50 pg/ml
DCM C.papposa NA >100 >100 > 200

AcOEt C.papposa 18.07+0.57 11.68+0.15 4,90+ 0.00 22.90+ 2.80

BuOH C.papposa 17.00+0.87 22.59+1.22 3.12+0.12 42.07£2.92

Standars
BHT 6.82+0.49 1.59+0.03 9.62+0.87 NT

BHA 6.82+0.49 1.03+0.00 3.64+0.19 NT
Ascorbic acid NT NT NT 6.77+1.15
Tannic acid NT NT NT 5.39+0.91
a- Tocopherol NT NT NT 34.93+2.38

ST <
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D’apres les résultats obtenus les extrait n-BuOH et ACOELt présentent une activité modérée de
piégeage du radical DPPH avec des valeurs d’ICsode 17,0+ 0,87 ug/mL et 18,07 £ 0,57 pg/mL

respectivement. Cependant, il est important de noter que ces valeurs sont presque trois fois
moins actif que celle des standards BHT et BHA (1Cs50=6.82+0.49 ug/mL)

Les résultats obtenus du pouvoir antiradicalaire ABTS ont montré que I'extrait d'acétate d'éthyle
a présenté un pouvoir antiradicalaire relativement faible avec une valeur d’1Cso = 11,7 £ 0,2
ug/mL qui est plus élevée que celle des standards utilisés. En comparaison, I’extrait n-BuOH a
¢galement montré un pouvoir antiradicalaire dans le test ABTS mais avec une valeur d’ICso plus

¢levée de 22,6 £ 1,2pg/mL.

Une activité plus importante est observée pour I'extrait de n-BuOH mesuré par le test
CUPRAC avec Aosode 3,1 0,1 pg/mL supérieure a celle des standards. D’autre part
I’extrait AcOEt (4,9 = 0,0 pg/mL) a également montré une activité supérieure de celle du
BHT (9.62+0.87 ug/mL) mais étant légerement inférieure par rapport au standard BHA
(3.64%0.19 pg/mL).

L'extrait ACOEt a présenté un pouvoir réducteur ferrique plus élevé que l'a-tocophérol (22,9
+ 2,8 ug/mL), quiest adjacent d'extrait n-butanol (42,1 + 2,9 ug/mL), mais cette activité était

relativement plus faible que celle de I'acide ascorbique et de l'acide tannique.

Il ressort des résultats que 1’activité antioxydante des extraits AcOEt et n-BuOH de C. papposa
est proportionnelle a la teneur en polyphénols et en flavonoides . Cette corrélation entre les

composé€s phénoliques et ’activité antioxydante est cohérente avec la littérature.

L'acétate d'éthyle et I'extrait de n-Butanol de C. papposa ont le meilleur effet antioxydant, il
est plus puissant que d'autres especes de Centaurea étudiées dans des études antérieures de C.
pulchella [9] , C.calcitrapa subsp. calcitrapa, C. ptosimopappa, C. spicata[10] , C. kurdika,

C. rigida, C. amanicola, C. cheiroolopha et C. ptosimopappoides [11]




CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

6.2 Silene gallica

Les résultats de I’activité anti-oxydante des extraits de la plante S. gallica , sont représentés

dans le Tableau 19.

Table 19 : Activités antioxydantes des extraits de S.gallica.

Extrait DPPH ABTS CUPRAC FRAP
IC50 pg/ml IC50 pg/ml A0.50 pg/ml A0.50 pg/ml

DCM S.gallica > 200
>800 >800 196.70+ 6.18
AcOEt S.gallica 83.81+ 4.82
42.36+0.14 53.78+ 3.93 28.27 £0.91
BuOH S.gallica 170.79+ 3.72
49.79+0.28 23.92+1.86 84.94+4.32

Standars
BHT 12.9940.41 1.29+0.30 8.97+3.94 NT
BHA 6.14+0.41 1.81+0.10 5,35+0,71 NT
Ascorbic acid NT NT NT 6.77£1.15
Tannic acid NT NT NT 5.39+0.91
a- Tocopherol NT NT NT 34.93+2.38

L'extrait ACOELt présente une activité modérée de piégeage les radicaux libres vis-a-vis du radical
DPPH avec une valeur d’1Cso= 42,36 + 0,14 pg / mL), suivi par l'extrait n-Butanol (1Cso= 49,79
0,28 pg/mL) Ces valeurs sont supérieures comparativement a celle obtenue par les standards
positif BHA et BHT qui égale a 6,14 + 0,41 pg/mL et 12,99 + 0,41 pg/ml respectivement.
Dans la méthode ABTS, I'extrait n-butanol a présenté I'activite la plus élevée (valeur 1C50 :
23.92 +1.86 pg/mL), suivi par I’ACOEt (valeur 1C50 : 53.78+ 3.93ug/mL).
Le pouvoir réducteur mesuré avec le test CUPRAC de I’extrait AcCOEt (Aos50=28.27 +
0.91 pg/mL) st 4 fois moins actif que le BHT(Aos0=8.97+3.94 png/mL), alors que le pouvoir
de I’extrait n-BUOH (Ao.s0=84.94+ 4.32ug/mL ) est 10 fois moins actif que le BHT.
Les extraits AcOEt et n-Butanol ont présenté une capacité de puissance réductrice moyenne
(83.81+ 4.82/170.79+ 3.72 ug/mL) respectivement.

Les extraits ACOEt et n-BuOH issus des parties aériennes de S.gallica possédent un effet

antioxydant faible par rapport a d’autres espéces du genre Siléne qui ont été étudiées

antérieurement telles que S. inflata sm, S. arenarioides desf, S.salsuginea et S.viridiflora [12—
15].




CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

7. L’activité inhibitrice de I'alpha-glucosidase

7.1 Centaurea papposa
Les résultats de I’activité inhibitrice de 1'alpha-glucosidase des extraits de la plante

C.papposa , sont représentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Dosage d'inhibition de 1'a-glucosidase des extraits de C.papposa

Extrait IC50 (ng/ml)
DCM C.papposa 227.55+4.37

AcOEt C.papposa 791.85+1.82

BuOH C.papposa NA

Acarbose 275,43+1,59

L’extrait DCM de C .papposa a montré un pouvoir inhibiteur sur I’enzyme a-glucosidase
Avec une valeur de 227.55+4.37ug/mL nettement supérieur a celle du standard I'acarbose
(1Cs0= 275,43 £159 pg / mL) .Alors que les extraits n-BuOH et AcOEt présente un tres faible
effet par rapport a I’extrait DCM et au standard .Ces résultats sont en accord avec les travaux
de Zengin G et al qui ont prouveé que les extraits DCM de C.depressa, C. drabifolia subsp.
detonsa, C.kotsbry var.prsica, C.patula, C.pulcbella, C.tchibacheffi, C.triumffetii, et C.urvillei

subsp.bayekiana présentent une bonne activité inhibitrice sur I’enzyme a-glucosidase[16].
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Conclusion générale

L’objectif principal de cette recherche est d’effectuer une analyse quantitative des polyphénols
et des flavonoides des extrais de deux espéces Algérienne : Centaurea papposa (Asteraceae)
et Silene gallica (Caryophyllaceae) ainsi que 1’évaluations in vitro du potentiel antioxydant en
utilisant 4 méthodes DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP et I’activité inhibitrice de l'alpha-
glucosidase. D'autre part I’étude phytochimique. est basée sur la caractérisation du profil
chromatographique par LCMS et GCMS et I’identification des composés isolés des extraits
étudiés.

Les teneurs en polyphenols totaux des différents extraits de C.papposa ont révélé que 1’extrait
AcOEt posséde la concentration la plus élevée avec un taux de 494,88+5,81 ug GAE /mg par
rapport a ’extrait N-BUOH ou nous enregistrons une teneur de I’ordre de 356,93+5,81 ug GAE
/mg. Alors que I’extrait DCM a possédé la plus faible quantité en ces composés (16.79+3.94ug
GAE /mg). I’extrait AcOEt de S.gallica s’est révélé riche en composés phénoliques avec une
teneur de 204,441+ 3.95ug GAE /mg suivi de I’extrait n-BuOH qui renferme un taux de
110.247 = 2.50pug GAE /mg.

Les extraits ACOEt et n-BuOH de C.papposa révélaient des teneurs élevées en flavonoides
totaux par rapport aux extraits de S.gallica . En effet, I’extrait d’AcOEt a donné la quantité la
plus ¢élevée en flavonoides totaux (273,02+4.27mg GAE /g), suivi de DI’extrait n-BuOH
(107,93+3.86mg GAE /g)

L’analyse par LCMS des extraits polaires de C.papposa a révélé leur richesse en composés
phénoliques notamment en acides phénoliques et en flavonoides ainsi que 1’analyse par GCMS
de D’extrait apolaire a montré un profil dominé par les composés: 11, 13 diméthyl-12-
tetradecen-1-ol acétate (10,93%), PB-sitostérol (7,53%), humulane-1,6-dien-3-ol (7,36%) et
2,6,6-triméthylbicyclo[3.1.1] heptane 6,70%.

Sur la base des résultats de ’analyse LCMS, nous avons soumis I’extrait n-BuOH des parties
aériennes de 1’espéce Centaurea papposa a diverses techniques chromatographiques de séparation.

Les structures des produits isolés ont été déterminées par la combinaison des différentes méthodes




spectrales a savoir la spectrophotométrie UV-Visible, la RMN monodimensionnelle (1H , 13C).

Ces travaux ont permis 1’isolement et I’identification de 2 composés naturels de type
flavonoides 1’apigénine -7-O-glucoside, chrysoeériol-7-O-p-glucoside.

Un stéroide : ’ecdysone 25-0-B-D-glucopyranoside a été isolé de ’extrait n-BuOH des parties
aériennes de 1’espéce Siléne gallica.

I1 ressort de I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits DCM, AcOEt et n-BuOH des
deux plantes en utilisation quatre tests : DPPH, ABTS, CUPRAC et FRAP que I’extrait n-BuOH
de C.papposa a présenté la capacité antioxydante réductrice cuprique la plus importante avec
Aoso de 3,12+0,12ug/ml que les standards BHT et BHA (9,62+0,87 pg/ml; 3,64+0,19
pg/ml respectivement).Alors que 1’extrait AcOEt a révélé un pouvoir plus fort (4,90+0,00 pug/ml )
que celui du BHT . Pour le test FRAP, en comparaison avec les standards 1’acide ascorbique,
I’acide Tannique et I’a-Tocophérol dont les Agso sont de 6.77+1.15, 5.39+0.91 et 34.93+2.387
pg/mL,

respectivement, tous les extraits montrent une activité¢ antioxydante inférieure sauf pour I’extrait
AcOEt (22,90+ 2,80 pg/mL ) dont I’activité antioxydante plus importante que celle de 1'a-
Tocophérol (34,934+2,38 ng/mL).

Tous les extraits de Siléne gallica présentent une activité antioxydante plus faible vis-a-vis
DPPH, CUPRAC, ABTS et FRAP.

D’autre part les résultats de 1’évaluation du pouvoir inhibiteur sur I’enzyme a-glucosidase des
extraits de C.papposa ont montré que I’extrait DCM a montré une activité importante avec une
valeur de 227.55+4.37ug/mL nettement supérieur a celle du standard l'acarbose (1Cso= 275,43
+159 ug / mL).

Ce travail ouvre de nouvelles perspectives passionnantes pour des recherches ultérieures en
phytochimie sur les deux plantes. Ces recherches pourraient aboutir a I’identification de
nouveaux composes aux propriétés antioxydantes et antidiabétiques potentielles. De plus il
serait intéressant d’utiliser d’autres méthodes pour évaluer I’activité antioxydante et

antidiabétique des extraits et des composés isolés.




Résumé

Le présent travail porte sur les études phytochimiques et I'évaluation des activités
biologiques de deux plantes appartenant a la flore algérienne Centaurea papposa (Asteraceae)
et Silene gallica (Caryophyllaceae).

L'extraction des parties aériennes de ces deux espéces a été réalisée par des solvants
organiques de polarité croissante. L’utilisation des différentes méthodes chromatographiques
de séparation ont permis d’isoler deux flavonoides de la phase n-butanol de C.papposa et un
stéroide identifié de la phase butanol de I’espece S.gallica.

La détermination des structures a été réalisée par les différentes méthodes spectroscopique
(RMN-H, RMN -3C) | I'ultraviolet et par comparaison avec les données de la littérature.

Les composés volatiles de I'extrait dichlorométhane de C.papposa ont été évalues a l'aide de la
technique d’analyse GC-MS qui a révélé la présence de 43 composés de 11,13-diméthyl-12-
tétradécene-1-ol acétate, B -sitosterol,humulane-1,6-diene-3-ol et
(10,2B,5a)-2,6,6-triméthy bicyclo[3.1.1]heptane ,étaient les principaux composants.

Une analyse par LC-MS des extraits de C.papposa revelent la présence de 20 composés
phénoliques.

L'activité antioxydante de trois extraits de chaque plante, a été évaluée a l'aide des tests DPPH,
ABTS, CUPRAC et FRAP. L'extrait acétate d'éthyle de C. papposa a présenté l'activité la plus
¢levée dans le test du pouvoir antioxydant réducteur de fer (FRAP) (IC50 : 22,9 + 2,8 ug/mL).
Néanmoins, l'extrait de n-butanol de la méme espece était le plus actif dans I'essai de la capacité
antioxydante réduisant le cuivre (IC50 : 3,1 + 0,1 pug/mL). L'effet inhibiteur de l'alpha-
glucosidase a éte étudié in vitro. L'extrait dichlorométhane de C.papposa a montré une activité
inhibitrice significative de I'alpha-glucosidase (IC50 : 227,6 + 4,4ug/mL).

Mots clés: Centaurea papposa, Silene gallica, RMN 1D, activité antioxydante , L'effet
inhibiteur de I'alpha-glucosidase, GC- MS,LC-MS.




Abstract

The present work focuses on phytochemical study and the evaluation of biological activities
of two Algerian medicinal plant Centaurea papposa (Asteraceae) and Silene gallica
(Caryophyllaceae).

The extraction of aerial parts of these two species was carried out by organic solvents of
increasing polarity. The use of different of chromatographic methods of separation (CC, TLC
and VLC), allowed use to isolated 2 flavonoids from the n-butanol phase of C.papposa and an
identified steroid from n-butanol phase of S.gallica. The identification of structureswere
determined by different spectral methods (NMR-1H, NMR- 13), the ultraviolet and by
comparison with literature data.

The volatile compounds of the dichloromethane extract of C.papposa were evaluated using GC-
MS technique. GC-MS analysis revealed the presence of 43 compounds including 11,13-
Dimethyl-12-tetradecen-1-ol  acetate,  beta-Sitosterol, = Humulane-1,6-dien-3-ol  and
Bicyclo[3.1.1]heptane, 2,6,6-trimethyl-(1a.,2 B,5a), were the main components of the extract.

An LC-MS analysis of C.papposa extracts reveals the presence of 20 phenolic compounds.

The antioxidant activity of three extracts of each plant, was studied using DPPH, ABTS,
CUPRAC and FRAP assays. The ethyl acetate extract of C.papposa exhibited the highest
activity in ferricreducing antioxidant power assay (FRAP) (IC50: 22.9 + 2.8 ug/mL).
Nevertheless the n-butanol extract was the most active in cupric reducing antioxidant

capacity assay (IC50: 3.1 £ 0.1 ug/mL). The alpha-glucosidase inhibitory effect was studied in
vitro. The dichloromethane extract of C.papposa showed significant alpha-glucosidase
inhibitory activity (1C50: 227.6 + 4.4ug/mL).

Keywords: Centaurea papposa , Silene gallica , 1D NMR, antioxidant activity , The
alpha-glucosidase inhibitory effect ,GC-MS,LC-MS.
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